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Notre équipe a identifié le thé Labrador [Rhododendron groenlandicum L. (Ericaceae)] comme 
une plante potentiellement antidiabétique de la pharmacopée traditionnelle des Cris de la Baie 
James orientale. Dans la présente étude, nous avons évalué les effets néphroprotecteurs potentiels 
de la plante. 
De la microalbuminurie et de la fibrose rénale ont été développées chez des souris alimentées 
avec une diète grasse (DG). Le R. groenlandicum améliore d’une façon non-significative la 
microalbuminurie, avec des valeurs de l’aire sous la courbe (ACR) diminuant de 0.69 à 0.53. La 
valeur de la fibrose rénale qui était, à l’origine, de 4.85 unités arbitraires (UA) dans des souris 
alimentées à la DG, a chuté à 3.27 UA après avoir reçu un traitement de R. groenlandicum. Le R. 
groenlandicum a réduit la stéatose rénale de presque la moitié alors que l’expression du facteur 
de modification Bcl-2 (Bmf) a chuté de 13.96 UA à 9.43 UA. 
Dans leur ensemble les résultats suggèrent que le traitement avec R. groenlandicum peut 
améliorer la fonction rénale altérée par DG. 
Dans l’étude subséquente, notre équipe a identifié 17 espèces de la forêt boréale, de la 
pharmacopée traditionnelle des Cris de la Baie James orientale, qui ont présenté des activités 
biologiques prometteuses in vitro et in vivo dans le contexte du DT2. 
Nous avons maintenant examiné ces 17 extraits afin d’identifier lesquels possèdent un potentiel 
cytoprotecteur rénale en utilisant des cellules Madin Darby Canine Kidney (MDCK) mises à 
l’épreuve dans un médium hypertonique.  
Nous concluons que plusieurs plantes antidiabétiques Cris exercent une activité de protection 
rénale qui pourrait être pertinente dans le contexte de la néphropathie diabétique (ND) qui affecte 
une proportion importante des Cris. La G. hispidula et la A. balsamea sont parmi les plantes les 
plus puissantes dans ce contexte et elles semblent protectrices principalement en inhibant la 
caspase 9 dans la voie de signalisation apoptotique mitochondriale.  
Finalement, nous avons utilisé une approche de fractionnement guidée par un test biologique 
pour identifier les fractions actives et les composés de A. balsamea avec un potentiel de 
protection rénale in vitro dans des cellules MDCK mises au défi avec un médium hypertonique. 
La fraction d’hexane (Hex) possède le potentiel le plus élevé parmi toutes les fractions de solvant 
contre les dommages cellulaires induits par le stress hypertonique. Dans des études précédentes, 
trois composés purs ont été identifiés à partir de la fraction Hex, à savoir, l’acide abiétique, 
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l’acide déhydroabiétique et le squalène. L’acide abiétique se distinguait par son effet puissant 
dans le maintien de la viabilité des cellules MDCK (AnnV-/PI-) à un niveau relativement élevé 
(augmentation de 25.48% relative au stress hypertonique, P<0.0001), ainsi qu’une réduction 
significative (diminution de 20.20% par rapport au stress hypertonique, P<0.0001) de l’apoptose 
de stade précoce (AnnV+/PI-). L’acide abiétique peut donc servir à normaliser les préparations 
traditionnelles d’A. balsamea et à trouver des applications potentielles dans le traitement de la 
néphropathie diabétique. 
Les trois études ont été intrinsèquement liées les unes aux autres, par conséquent, nous avons 
réussi à identifier R. groenlandicum ainsi que A. balsamea comme nouvelles plantes 
prometteuses contre la néphropathie diabétique. Nous croyons que ces résultats profiteront à la 
communauté crie pour la gestion des complications diabétiques, en particulier la néphropathie 
diabétique. En parallèle, nos données pourraient faire avancer l'essai clinique de certaines plantes 
médicinales de la pharmacopée traditionnelle des Cris de la Baie James orientale du Canada. 
 
Mots clés : Abies balsamea, hexane, néphropathie diabétique, acide abiétique, médecine 





Our team has identified Labrador tea [Rhododendron groenlandicum L. (Ericaceae)] as a 
potential antidiabetic plant from the traditional pharmacopeia of the Eastern James Bay Cree. In 
the present study, we assessed the plant’s potential renoprotective effects. 
Microalbuminuria and renal fibrosis was developed in high fat diet (HFD)-fed mice. Meanwhile, 
there was a tendency for R. groenlandicum to improve microalbuminuria, with the values of area 
under the curve (ACR) reducing from 0.69 to 0.53. Renal fibrosis value was originally 4.85 
arbitrary units (AU) in HFD-fed mice, dropped to 3.27 AU after receiving R. groenlandicum 
treatment. R. groenlandicum reduced renal steatosis by nearly one half whereas the expression of 
Bcl-2-modifying factor (Bmf) diminished from 13.96 AU to 9.43 AU. 
Taken altogether, the results suggest that R. groenlandicum treatment can improve renal function 
impaired by HFD. 
In the following study, our team has identified 17 Boreal forest species from the traditional 
pharmacopeia of the Eastern James Bay Cree that presented promising in vitro and in vivo 
biological activities in the context of type 2 diabetes (T2D). 
We now screened the 17 plants extracts for potential renal protective activity using Madin Darby 
Canine Kidney (MDCK) cells challenged with hypertonic medium. Cytoprotective potential as 
well as underlying mechanisms were investigated.  
We conclude that several Cree antidiabetic plants exert renal protective activity that may be 
relevant in the context of diabetic nephropathy that affects a significant proportion of Cree 
diabetics. G. hispidula and A. balsamea are amongst the most powerful plants in this context and 
they appear to exert their modulatory effect primarily by inhibiting caspase 9 in the 
mitochondrial apoptotic signaling pathway. 
We used a bioassay-guided fractionation approach to identify active fractions and compounds of 
A. balsamea with renal protective potential in vitro in MDCK cells challenged with hypertonic 
medium. 
The hexane (Hex) fraction possessed the highest potential among all solvent fractions against 
cell damage induced by hypertonic stress. In previous studies, three pure compounds were 
identified from the Hex fraction, namely, abietic acid, dehydroabietic acid and squalene. Abietic 
acid stood out by its strongest effect in maintaining MDCK cell viability (AnnV-/PI-) at a 
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relatively high level (25.48% increase relative to hypertonic stress, P<0.0001) as well as a 
significant reduction (20.20% decrease relative to hypertonic stress, P<0.0001) of early stage 
apoptosis (AnnV+/PI-). Abietic acid may thus serve to standardize A. balsamea traditional 
preparations and find potential applications in the treatment of diabetic nephropathy. 
The three studies were inherently associated with each other, as a result we had successfully 
identified R. groenlandicum as well as A. balsamea as novel medicinal plants against diabetic 
nephropathy. We believe such findings will benefit the Cree community for the management of 
diabetic related complications, especially diabetic nephropathy. Meanwhile, our data might 
advance the clinical trial of certain medicinal plants from the traditional pharmacopeia of the 
Canadian Eastern James Bay Cree. 
 
Key words: Abies balsamea, hexane, diabetic nephropathy, abietic acid, Aboriginal traditional 
medicine, Rhododendron groenlandicum, HFD, microalbuminuria, fibrosis, Bmf. 
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 Chapitre 1: Introduction 
Selon l’ Organisation mondiale de la santé (OMS), le diabète est diagnostiqué lorsque les taux 
de glucose dans le plasma à jeun atteignent un niveau supérieur à 7,0 mmol/L (126 mg/dL), ou 
lorsque le glucose plasmatique s’élève au-dessus de 11,1 mmol/L (200 mg/dL) 2 heures après 
un test oral de tolérance au glucose (OGTT) (WHO, 1999). On reconnaît également deux états 
prédiabétiques soit l’altération de la glycémie à jeun (AGJ) et l’altération de la tolérance au 
glucose. AGJ est constatée lorsque les niveaux de glycémie à jeun varient de 6,1 à 6,9 mmol/L 
(110 à 125 mg/dL), tandis que l’altération de la tolérance au glucose (ATG) est caractérisée 
par des niveaux de glucose dans le plasma entre 7,8 mmol/L et 11,1 mmol/L (de 140 mg/dL à 
200 mg/dL) 2 heures après l’OGTT (WHO, 1999). 
 
Diagnose/ Criteria 
Glucose concentration (mmol/L) 
Plasma Venous Capillary Whole blood Venous Capillary 
Diabetes Mellitus     
Fasting concentration ≥ 7.0 ≥ 7.0 ≥ 6.1 ≥ 6.1 
2h post glucose load ≥ 11.1 ≥ 12.2 ≥ 10.0 ≥ 11.1 
Impaired fasting glucose 
(IFG)     
Fasting concentration 6.1-6.9 6.1-6.9 5.6-6.0 5.6-6.0 
2h post glucose load < 7.8 < 8.9 < 6.7 < 7.8 
Impaired glucose tolerance 
(IGT)     
Fasting concentration < 7.0 < 7.0 < 6.1 < 6.1 
2h post glucose load 7.8-11.0 8.9-12.1 6.7-9.9 7.8-11.0 
 
Table 1: Valeurs de glycémie pour le diagnostic du diabète et des autres formes 
d’hyperglycémie (adapté de (Zimmet et coll., 2001))  
 2
1.1 Le diabète 
Le diabète sucré ou diabetes mellitus (DM) est un trouble métabolique résultant d’un défaut de 
la sécrétion d’insuline, de la résistance à l’insuline (RI), ou des deux (Ozougwu et coll., 2013; 
Tan et Cheah, 1990). Plusieurs symptômes sont associés au diabète, y compris 
l’hyperglycémie, la polyurie, la polydipsie et l’hyperphagie (Coffman et coll., 2012). Le 
diabète est causé, soit par le pancréas qui ne produit pas assez d’insuline (diabète de type 1, 
DT1), soit parce que les cellules du corps ne répondent pas correctement à l’insuline produite 
(diabète de type 2 2, DT2) (Forbes et Cooper, 2013). 
La carence ou la résistance à l’insuline, causerait ensuite une hyperglycémie chronique avec 
un déséquilibre de protéines, de graisses et du métabolisme des glucides. Sans traitement le 
diabète peut causer de nombreuses complications qui peuvent être attribuées à deux catégories 
principales: la maladie micro-vasculaire (dommages aux petits vaisseaux sanguins) et la 
maladie macro-vasculaire (dommages aux grandes artères). Les complications aiguës 
comprennent l’acidocétose diabétique et le coma hyperosmolaire noncétotique, tandis que de 
graves complications à long terme comprennent les maladies cardiaques, l’insuffisance rénale 






Figure 1: Estimation du nombre de personnes atteintes de diabète (en millions) en 2000 et 
2010 (chiffres du haut et du bas, respectivement) et le pourcentage d’augmentation (adapté de 
(Zimmet et coll., 2001) ). 
 
1.1.1 Classification diabétique 
Il est parfois difficile d’associer un patient à certains types de diabète. Cela dépend beaucoup 
des circonstances lors du diagnostic. Par exemple, une femme qui souffre de diabète 
gestationnel maternel (DGM) peut être diagnostiquée avec un DT2 en raison de 
l’hyperglycémie qui continue après l’accouchement. On distingue trois principaux types de 




1.1.1.1 Le DT1  
1.1.1.1.1 Le diabète à médiation immunitaire 
Cinq 5 à 10% des patients souffrent de ce type de diabète en raison de la destruction auto-
immunitaire par médiation cellulaire des cellules-β du pancréas. Il a précédemment été défini 
comme diabète insulinodépendant, comme un diabète juvénile ou de DT1(ADA, 2004). Les 
marqueurs de destruction immunitaire des cellules-β contiennent des auto-anticorps à 
l’insuline, à la décarboxylase d’acide glutamique (GAD65), aux cellules des îlots de 
Langerhans, etc. Lorsque l’hyperglycémie à jeun est détectée initialement, de tels auto-
anticorps peuvent être trouvés dans la plupart des patients. Il y a aussi une forte association 





Figure 2: Représenation schématique de la pathogenèse du DT1 (adapté de 
joshya/Shutterstock.com).
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1.1.1.1.2 Le diabète idiopathique 
Jusqu’à maintenant, aucune étiologie n’est disponible pour certains types de DT1. Les patients 
de ce type présentent une acidocétose ou une insulinopénie, mais ils n’ont pas de maladie 
auto-immunitaire. Bien que les personnes souffrant de ce genre de DT1 ne soient que d’un 
faible pourcentage, elles sont essentiellement d’origine africaine ou asiatique. L’acidocétose 
épisodique et les divers degrés de carence en insuline entre les épisodes sont observés dans 
cette forme de diabète. De plus, cette forme de diabète est fortement héritée sans l’auto-
immunité cellulaire-β de même que l’association HLA. Ainsi, elle nécessite une thérapie 
alternative à l’insuline (ADA, 2004). 
 
1.1.1.2 Le DT2  
On estime que 150 millions d’individus souffrent de DT2 dans le monde, et on pense que ce 
chiffre sera doublé en 2030 (Zimmet et coll., 2001). Environ 90 à 95% de cas diabétiques en 
Amérique du Nord sont de type DT2. De ceux-ci les gens âgés de plus de 65 ans représentent 
20% de la population (Zimmet et coll., 2001). Le DT2 peut contribuer à une série de 
complications, y compris la ND, l’insuffisance rénale, la guérison lente de blessures, la 
maladie artérielle, etc. (Lin etSun, 2010) 
Le DT2 est un désordre métabolique complexe ayant des propriétés hétérogènes. Il se définit 
par un niveau de glucose sanguin chronique élevé en raison de l’action ou de la sécrétion 
d’insuline altérée (Das etElbein, 2006). Dans des conditions physiologiques normales, 
l’insuline est constamment synthétisée, puis elle est stockée à l’intérieur de vacuoles et libérée 
avec des taux de glucose sanguin élevés. L’insuline est l’hormone qui module les taux de 
glucose dans le système en régulant son absorption du sang vers les tissus périphériques. Elle 
peut agir sur plusieurs types de cellules, dont les cellules musculaires squelettiques et les 
adipocytes (Lin etSun, 2010). L’insuline est responsable pour la conversion du glucose en 
glycogène, qui sera stocké dans le foie et les tissus squelettiques. À l’inverse, l’épuisement 
d’une unité de glucose sanguin est signalé aux cellules-β du pancréas menant à une 
augmentation de la libération de glucagon des cellules-α, ce qui, à son tour, provoquerait une 
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dégradation du glycogène en glucose (Lin etSun, 2010). Après un jeûne, le niveau de glucose 
sanguin est augmenté par la glycogénolyse et la néoglucogenèse pour fournir de l’énergie au 
système. 
Une production de glucose hépatique augmentée, une sécrétion d’insuline altérée et de la RI 
sont les défauts essentiels que l’on retrouve dans le développement de l’hyperglycémie 
(DeFronzo et coll., 1992; Stumvoll et coll., 2005). La RI est généralement considérée comme 
un état pathologique dans lequel la sécrétion d’insuline n’est pas affectée, mais des cellules 
cibles ne réussissent pas à répondre aux actions normales de l’hormone insuline, menant à une 
glycémie élevée. 
Un défaut dans les cellules musculaires squelettiques a un impact majeur dans l’homéostasie 
du glucose dans le DT2 puisque l’absorption du glucose par l’intermédiaire de l’insuline se 
produit principalement dans un tel endroit (Bjornholm et Zierath, 2005). Dans l’organisme, la 
RI est le résultat d’une dérégulation du substrat de récepteur d’insuline (SRI). Plusieurs 
facteurs peuvent contribuer à une telle dérégulation tant au niveau du récepteur à l’insuline 
que de l’IRS, comme leur déphosphorylation par l’intermédiaire de phosphatases (Ahmad et 
coll., 1997; Bandyopadhyay, D. et coll., 1997; Elchebly et coll., 1999; Worm et coll., 1996), 
leur dégradation par l’intermédiaire du protéasome (Zhande et coll., 2002), la dégradation par 
l’intermédiaire du facteur de nécrose tumorale α (TNF α) de la transcription de leur mRNA 
(Frittitta et coll., 1997; Hotamisligil et coll., 1993; Moller, 2000), leur phosphorylation de 
sérine/thréonine par l’intermédiaire de certaines kinases (Aguirre et coll., 2000; 
Bandyopadhyay, G. et coll., 1997; De Fea et Roth, 1997; Yu et coll., 2002).  Habituellement, 
un ou plusieurs de ces défauts de signalisation sont détectés chez les patients souffrant de 
DT2, dont le transport de glucose stimulé par l’insuline est réduit comparé à d’autres 
individus.  
La capacité oxydative de graisse est également réduite chez un patient souffrant de DT2 et des 
niveaux élevés d’acides gras libres (AGL) sont détectés dans le sang (Blaak et coll., 2000a; 
Blaak et coll., 2000b; Kelley et Simoneau, 1994). Comme nous le savons, l’accumulation 
d’AGL dans le muscle peut empêcher l’absorption de glucose, ce qui, à son tour, mènerait à la 
RI (Boden, 1999; Santomauro et coll., 1999). De plus, l’homéostasie métabolique altérée est 
un autre défaut provoquant la RI en raison de troubles de commutation d’acide gras en 
oxydation de glucose dans la réponse à l’insuline (Kelley etMandarino, 2000). Bien que la 
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capacité d’oxydation réduite en matières grasses et « l’inflexibilité métabolique » soient des 
ingrédients importants de la RI dans le muscle squelettique, son apparition doit encore être 
élucidée. Certains chercheurs croient que la fonction mitochondriale altérée pourrait être un 
candidat (Lin etSun, 2010). 
Le transporteur de glucose de type 4 (Glut 4), un transporteur de glucose sensible à l’insuline, 
était autrefois considéré comme un lien positif avec la sensibilité à l’insuline. Cependant, 
puisque malgré que le site majeur pour l’élimination du glucose est situé dans le muscle 
squelettique, il n’est pas convaincant de corréler uniquement le Glut4 diminué (trouvé dans le 
DMT2) (Shepherd etKahn, 1999) avec l’hyperglycémie dans le DT2. Récemment, la protéine-
4 liant le rétinol (RBP4) a été identifiée comme étant une composante importante de la RI dans 
le tissu adipeux. Bien que la cause de RBP4 élevé dans le sérum de souris résistantes à 
l’insuline et dans les patients obèses et diabétiques reste inexpliquée, l’expression hépatique 
de l’enzyme gluconéogénique phosphoenolpyruvate carboxykinase est augmentée avec des 
niveaux sériques élevés de RBP4 alors que la signalisation de l’insuline dans le muscle est 
diminuée (Lin etSun, 2010). Les adipocytes peuvent sécréter de nombreux facteurs appelé 
adipokines, y compris l’adiponectine, la leptine, les cytokines, etc. qui ont un impact sur la RI 
(Gimeno etKlaman, 2005; Lazar, 2005; Wellen etHotamisligil, 2005). Entre-temps, 
l’inflammation, endocrine et paracrine, par les adipocytes et les macrophages, exerce sa 
contribution à la RI en inhibant la voie de signalisation en aval des récepteurs d’insuline. Par 
exemple le TNF α et les AGL sériques accrus sont des antagonistes de l’insuline par la 
phosphorylation de résidus sériques du IRS1 (Aguirre et coll., 2000; Aguirre et coll., 2002; 
Hotamisligil et coll., 1996; Paz et coll., 1997). 
Plusieurs facteurs pathogéniques du DT2 peuvent aussi déclencher l’apoptose de cellules β, 
réduire la quantité de cellules β ou la capacité à compenser pour la RI. Parmi ces facteurs, on 
retrouve l’hyperglycémie chronique (Donath etHalban, 2004), l’hyperlipidémie chronique 
(Poitout etRobertson, 2002), le stress oxydatif (Kaneto et coll., 2006), les cytokines 
inflammatoires (Donath et coll., 2003), le stress du réticulum endoplasmique (Harding etRon, 
2002), etc.. 
L’IRS 1 et 2 sont des composants complémentaires importants qui modulent la signalisation de 
l’insuline au niveau hépatique. Le dysfonctionnement de l’IRS peut causer un désordre dans la 
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gluconéogenèse, la synthèse du glycogène et le métabolisme des lipides. Ceci entraîne une 
élévation de la production de glucose hépatique, une synthèse dérégulée de lipides et une 
hyperglycémie  postprandiale, qui, à son tour, conduira à mieux servir l’état de la RI chez des 
patients souffrant de DT2 (Dong et coll., 2006; Fritsche et coll., 2008; Simmgen et coll., 2006; 
Taniguchi et coll., 2005). 
Certaines études affirment que le système nerveux central (SNC) pourrait également jouer un 
rôle dans la RI du DT2 en détectant et en intégrant des informations à partir de signaux 
neuronaux, hormonaux et d’éléments nutritifs, puis en intégrant ces signaux pour mieux 
contrôler le glucose dans le corps. Lors de la réception d’ordres du SNC, le glucose sera 
dispersé dans le foie et les tissus périphériques. Des défauts dans le couplage à l’absorption de 
glucose du SNC peuvent exacerber les RI existantes (Sandoval et coll., 2009). 
Les dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) sont un autre régulateur de la RI. Une diminution du 
nombre des mitochondries ou un dysfonctionnement mitochondrial peut provoquer une 
diminution de l’oxydation mitochondriale des acides gras, conduisant à une augmentation de 
production de DRO, des gras acylCoA et du diacylglycérol. L’acylCoA intracellulaire gras et 
le diacylglycérol vont activer la protéine kinase C, suivi d’une activation en cascade de sérine 
kinase, entraînant une élévation de phosphorylation des résidus de sérine de l’IRS1. Une fois 
que l’IRS1 est phosphorylée au niveau des résidus de sérine, la phosphorylation de la tyrosine 
sera bloquée, conduisant à l’inhibition de la signalisation en aval. En définitive, la RI ralentit 
l’absorption de glucose induit par l’insuline dans le muscle squelettique et le recrutement de 
GLUT4 à la membrane plasmique est inhibé (Lin etSun, 2010; Lowell etShulman, 2005). 
Par ailleurs, la plupart des patients atteints de DT2 sont obèses et ont un style de vie 
sédentaire. Le déséquilibre, en raison de l’obésité, entre l’oxydation et l’absorption d’acides 
gras dans le muscle squelettique causera une accumulation excessive de triacylglycérol et de 
métabolites d’acide gras, inhibant la signalisation de l’insuline et les taux d’élimination de 
glucose (Belfort et coll., 2005; Venables etJeukendrup, 2009). Des études ont déjà prouvé que 
les gens peuvent bénéficier de l’activité physique quotidienne qui réduirait le risque de 









1.1.1.3 Le diabète gestationnel  
Le DGM est un type de diabète moins commun comparé aux DT1 et DT2. Il affecte environ 
7% des grossesses par année. Durant la grossesse, de la RI et de l’hyperinsulinémie peuvent se 
produire. Certaines grossesses peuvent développer du diabète à ce stade. Le DGM  se produit 
une fois que le pancréas d’une femme enceinte est incapable résister à l’environnement 
diabétogénique généré par la grossesse (Gilmartin A“B” et coll., 2008). Cependant, une telle 
maladie n’était pas présente ni reconnue avant la grossesse, ce qui semble être l’élément 
déclencheur pour le DGM (Gilmartin A“B” et coll., 2008).  
L’étiologie de la RI dans le DGM peut provenir de divers facteurs, tels que la production 
d’insulinase (un enzyme de dégradation de l’insuline qui est générée par le placenta), des 
altérations dans l’hormone de croissance et dans la sécrétion de cortisol (antagonistes de 
l’insuline), la sécrétion de lactogène humaine placentaire (qui est produite par le placenta et 
affecte le métabolisme du glucose et des acides gras, la réduction de l’absorption de glucose et 
une augmentation de la lipolyse), l’estrogène, les dépôts adipeux maternels, la diminution de 
l’exercice physique, etc. (Gilmartin A“B” et coll., 2008). 
Le DGM contient plusieurs facteurs de risques, dont les plus importants sont: être membre 
d’un groupe ethnique avec un taux de DT2 plus élevé, un historique de macrosomie (par 
exemple, un poids à la naissance de plus de 4000g), l’obésité (indice de masse corporelle 
[IMC] de plus de 30), être plus âgé que 25 ans, etc. (Anon, 1998; Gilmartin A“B” et coll., 
2008), même si la moitié de telles patientes ne présente aucun facteur de risque connu (Anon, 
1998; Gilmartin A“B” et coll., 2008). 
Vu que le DGM peut avoir des impacts durables sur la santé maternelle et, plus important 
encore, sur le foetus, il est essentiel de bien circonscrire et de minimiser les complications 
potentielles pour la mère et son enfant par le dépistage, le diagnostic, et la réduction 
d’hyperglycémie. Le traitement combiné avec de l’insuline, d’une part, et la thérapie 
hypoglycémique orale, d’autre part, semblent être les plus efficaces à ce jour (Gilmartin A“B” 
et coll., 2008). 
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1.1.1.4 D’autres types particuliers de diabète 
Un type particulier de DM est lié à des défauts monogéniques dans la fonction des cellules-β, 
dont l’apparition d’hyperglycémie qui se produit à un jeune âge (avant 25 ans). Dans un tel 
DM, la sécrétion d’insuline est altérée sans presque aucun défaut dans l’action de l’insuline, et 
il est hérité dans un mode autosomique dominant. Des mutations du récepteur d’insuline 
peuvent également provoquer des anomalies métaboliques, incluant l’hyperinsulinémie et 
l’hyperglycémie. On peut aussi acquérir le diabète de toute source qui blesse le pancréas. Sous 
condition pathologique, une sécrétion excessive de certaines hormones telles que l’hormone de 
croissance, le cortisol, le glucagon, etc. qui sont antagonistes de l’insuline peuvent causer le 
diabète. Plusieurs médicaments et toxines, tels que le Vacor, peuvent altérer la cellule β dans le 
pancréas, menant à une pénurie d’insuline et causant, en définitive, le diabète. L’infection est 
aussi une étiologie de la destruction de cellules β contribuant au diabète. Certaines formes 
rares de diabète auto-immunitaire ont été signalées récemment. Plusieurs syndromes 
génétiques sont associés à une incidence accrue de diabète, incluant le syndrome de 
Klinefelter, les anomalies chromosomiques du syndrome de Down et le syndrome de Turner. Il 
y a un groupe intermédiaire de patients dont le taux sanguin de glucose est trop élevé pour être 
classé comme normal, mais qui ne répond pas aux critères pour le diabète (ADA, 2004; 
Genuth et coll., 2003; Mellitus, 1997). Ils se retrouvent donc hors classe avec une étiologie 
indéterminée. 
 
1.1.2 La pathogenèse du diabète  
1.1.2.1 La résistance à l’insuline et la précarité d’insuline 
Selon les connaissances médicales accumulées dans le passé, nous avons appris que le DM est 
un trouble complexe aux caractéristiques hétérogènes (Polonsky, 2012). Le DT1 survient 
principalement chez les jeunes patients en raison de la destruction auto-immunitaire sélective 
de la cellule bêta du pancréas, conduisant à une carence en insuline, tandis que le DT2 est 
beaucoup plus fréquent parmi ceux qui portent la caractéristique de surpoids (Polonsky, 2012). 
Un DG, les régimes alimentaires riches en calories et un style de vie sédentaire sont les causes 
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principales du surpoids dans la population en général, ce qui, à son tour, conduirait à 
l’apparition du DT2. Bien que le DT2 soit susceptible de se produire davantage chez des 
patients plus âgés, il est, cependant, devenu maintenant assez fréquent chez les jeunes patients, 
résultant en une baisse de l’âge moyen (Polonsky, 2012). Comme indiqué, les patients 
souffrent davantage de la RI que d’une carence en insuline (Himsworth, 2013). À la RI et la 
fonction affaiblie des cellules bêta, qui sont essentielles dans la pathogenèse du DT2 
(Cavaghan et coll., 2000), s’additionne le phénotype clinique largement appelé le syndrome 
métabolique qui inclut l’hypertension, l’hypertriglycéridemie, l’obésité abdominale et de 
faibles niveaux de cholestérol de lipoprotéines de haute densité (HDL-C). Ce sont des 
paramètres cliniques importants utilisés pour évaluer le patient à risque élevé d’intolérance au 









Le DT2 est considéré comme une maladie chronique et progressive. Dans les premiers stades 
du DT2, la glycémie élevée anormale est compensée par une augmentation de la production 
d’insuline et la sécrétion de celle-ci par les cellules β, générant ainsi de l’hyperinsulinémie et 
appelée compensation des cellules β. Au cours de la maladie, les cellules β deviennent 
incapables de suffisamment sécréter de l’insuline pour les besoins de l’organisme et l’échec 
des cellules β se produit. Cet échec comprend une perte de masse des cellules β en raison de 
l’apoptose (Butler et coll., 2003) et un défaut de sécrétion. Plusieurs facteurs sont impliqués, 
tels que les déterminants génétiques, l’inflammation chronique, la glucotoxicité et la 
lipotoxicité (Buchanan, 2003). La RI est caractérisée par une réponse biologique altérée à 
l’insuline exogène ou endogène. Donc, chez les patients RI, l’insuline néglige à promouvoir 
l’utilisation périphérique de glucose par l’absorption de glucose (Utriainen et coll., 1998) dans 
le tissu musculaire et adipeux; elle est incapable de supprimer la production de glucose 
hépatique (Vaag et coll., 1995); et elle échoue à stimuler la production de triglycérides (TGs) 
et à diminuer la lipolyse causant ainsi un plus grand efflux de AGLs à partir des adipocytes 





Figure 5: Pathophysiologie de l’hyperglycémie et de l’élévation des taux circulants des AGLs 
dans le DT2 (adapté de (Stumvoll et coll., 2005)). 
 
Les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents à la RI ne sont pas encore pleinement 
compris. Plusieurs mécanismes moléculaires peuvent contribuer à la RI, en particulier dans les 
tissus sensibles à l’insuline tels que le foie, le muscle et le tissu adipeux. Ceux-ci incluent des 
diminutions de 1) l’expression du récepteur de l’insuline et en son activité tyrosine kinase; 2) 
l’expression et la phosphorylation de IRS-1/2; et 3) la phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K). Il 
est rapporté que la diminution de l’expression de la protéine IRS-1 et en particulier 
l’augmentation de sa phosphorylation en sérine est associée à la RI (Anai et coll., 1998; 
Goodyear et coll., 1995; Kerouz et coll., 1997; Saad et coll., 1992; Stephens et coll., 1997). La 
phosphorylation en sérine des protéines IRS réduit la capacité des protéines IRS d’attirer la 
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PI3K. Ceci altère les effecteurs en aval (Aguirre et coll., 2002) et peut également accélérer la 
dégradation de la protéine IRS-1 (Shah et coll., 2004). Plusieurs kinases de sérine/thréonine 
ont démontré qu’elles phosphorylent l’IRS-1 au sein des différentes voies de signalisation 
inflammatoires, telles que la Jun N-terminale de la protéine kinase 1 (JNK1), l’inhibiteur du 
facteur nucléaire kappa-sous-unité B kinase beta (IKK-β), ou la protéine kinase C (PKC). De 
plus, des protéines de signalisation de suppresseur de cytokine (SOCS), non régulées par la 
cytokine IL-6, interfèrent avec la signalisation de l’insuline en favorisant la dégradation de 




Figure 6: Signalisation du récepteur à l’insuline et résistance à l’insuline (adapté de (Stumvoll 
et coll., 2005) 
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1.1.2.2 Facteurs génétiques 
Comme le DT1 et le DT2 sont des troubles polygéniques, les facteurs génétiques sont des 
facteurs clés du DM. En plus, les facteurs environnementaux modulent l’expression des gènes 
et cela joue donc également un rôle important dans le développement du DM (Polonsky, 
2012).  Un à 2% du phénotype des patients sont des maladies monogéniques qui affectent les 
cellules ß du pancréas (Fajans et coll., 2001; Stoy et coll., 2010), par exemple, le diabète 
d’apparition de maturité des jeunes (MODY) et le diabète néonatal. Dans le DT1, environ 50% 
des cas de regroupement familial est dû aux allèles au locus de l’HLA sur le bras court du 
chromosome 6. Cependant, une susceptibilité génétique prédominante n’a pas encore été 
identifiée (Nerup et coll., 1974; Stoy et coll., 2010). En ce qui concerne les facteurs de risque 
génétique du DT2, plus de 40 variantes ont été trouvées. Toutefois, seulement environ 10% 
sont héritables (Ahlqvist et coll., 2011; Stolerman etFlorez, 2009). De telles variantes 
génétiques mènent à une augmentation de 10 à 15% de risque; il est donc difficile d’évaluer 
avec précision, si l’on devrait commencer une thérapie ou si des mesures préventives devraient 
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Table 2: Gènes candidats et polymorphismes génétiques associés au DT2 (adapté de (Stumvoll 
et coll., 2005)). 
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1.2 Le Traitement diabétique 
L’objectif principal du traitement diabétique se fait par le contrôle des niveaux de la glycémie 
afin de prévenir les complications de la maladie (Cade, 2008). Les personnes souffrant de 
diabète peuvent espérer de vivre une vie active, indépendante et dynamique s’ils font un 
engagement à vie d’une gestion prudente du diabète. Selon l’Association canadienne du 
diabète (ACD) il y a certains éléments clés dans la gestion du diabète. 1. L’éducation: 
l’éducation sur le diabète est une importante première étape. Toutes les personnes atteintes de 
diabète doivent être informées de leur condition. 2. L’activité physique: une activité physique 
régulière aide le corps à diminuer les niveaux de glucose dans le sang, elle favorise la perte de 
poids, elle réduit le stress et améliore la condition physique générale. 3. L’alimentation: Ce 
que, quand et combien vous mangez, sont des facteurs qui jouent un rôle important dans la 
régulation du taux de glucose dans le sang. 4. La gestion du poids corporel: Maintenir un poids 
santé est particulièrement important dans la gestion du diabète de type 2. 5. Les médicaments: 
le DT1 est toujours traité avec de l’insuline. Le DT2 est géré par l’activité physique et une 
saine alimentation et nécessite des médicaments ou de l’insuline pour aider le corps à contrôler 
la glycémie de façon plus efficace. 6. Gestion du style de vie: apprendre à réduire les niveaux 
de stress dans la vie, du jour au jour, peut aider les personnes atteintes de diabète à mieux 
gérer leur maladie. 7. La pression artérielle (PA): une haute PA peut conduire à des maladies 
oculaires, des maladies cardiaques, des accidents vasculaires cérébraux et des maladies du 
rein. Ainsi, les gens atteints de diabète devraient essayer de maintenir un niveau de PA égal ou 
inférieur à 130/80. Pour ce faire, il importe de changer les habitudes d’alimentation et 
d’activité physique ou de prendre des médicaments. 
Outre l’insuline elle-même, il y a six classes de médicaments classiques visant le traitement du 
diabète, qui sont les sécrétagogues d’insuline, les biguanides, les glitazones, les inhibiteurs 





Si le pancréas sécrète peu ou pas d’insuline (DT1), ou le corps ne produit pas suffisamment 
d’insuline ou est devenu résistant à l’action de l’insuline (DT2), le niveau de glucose dans le 
sang augmente parce qu’il est incapable d’entrer dans les cellules. Sans traitement, une 
glycémie élevée peut entraîner des complications telles que la cécité, des lésions nerveuses 
(neuropathie) et des dommages aux reins. En cas de DT1, l’insulinothérapie remplace 
l’insuline que le corps est incapable de produire. L’insulinothérapie est parfois nécessaire pour 
traiter le DT2 et le diabète gestationnel lorsque les autres traitements ont échoué à maintenir 
les niveaux de glucose dans le sang au niveau souhaité. Par exemple, lorsque les médicaments 
classiques tels que la metformine, TZD, les sulfonylurées, les incrétines, etc. ne parviennent 
pas à maintenir les niveaux de glucose dans le sang dans la plage souhaitée, puis la thérapie à 
l'insuline est nécessaire, car il agit directement sur la glycémie. Afrezza®, une insuline inhalée 
monomère développée par Mannkind, a été approuvé par la FDA en 2014. Afrezza est une 
insuline à action rapide inhalée qui est indiquée pour améliorer le contrôle glycémique chez 
les patients adultes atteints de diabète sucré. Parce qu'il est inhalé, il est absorbé plus 
rapidement et d'une manière différente. En outre, le corps répond également plus rapidement à 
Afrezza qu’à l'insuline injectée à l'heure du repas. Afrezza et l'insuline injectée contrôlent le 
sucre dans le sang aussi bien, mais les patients qui utilisent Afrezza étaient moins susceptibles 
de souffrir d’hypoglycémie. 
Toutefois, après des mois de ventes décevantes, Sanofi a finalement retiré Afrezza du marché, 
car il était l'un des produits les plus controversés et étroitement surveillés au cours des 
dernières années. Le produit peut provoquer un bronchospasme aigu ou de la constriction des 
voies aériennes du poumon, chez les patients souffrant d'asthme et la broncho-pneumopathie 
chronique obstructive. Un porte-parole de Sanofi a déclaré qu’Afrezza a continué de souffrir 
d'un niveau de prescription faible, en dépit des efforts de vente importants. 
 
1.2.2 L’insuline modifiée 
Les insulinothérapies ont progressé considérablement ces dernières années, incluant 
l’interruption de traitement de type animal et l’introduction de traitement de type humain. La 
modification de l’insuline a mis l’accent sur les changements à sa pharmacocinétique, pour 
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rendre son action, soit plus rapide (pour mieux stimuler l’effet de l’insuline postprandiale) ou 
plus longue, pour réduire la consommation de deux fois par jour et pour créer plus de 
flexibilité avec le dosage (DeWitt etHirsch, 2003). Le degludec d’insuline (une insuline qui 
forme des hexamères multiples lors de l’injection sous-cutanée) a une durée d’action plus 
longue que ne le fait l’insuline glargine. Il assure un contrôle de glucose similaire avec moins 
d’hypoglycémie nocturne (Garber et coll., 2012), et il a été approuvé en Europe et plusieurs 
autres pays (Kahn et coll., 2014). Une autre insuline à longue durée en développement est 
l’insuline couplée avec du polyéthylène glycol pour retarder l’absorption et l’élimination 
(Rosenstock et coll., 2013). 
Avec l’émergence d’approches de traitements qui réduisent agressivement les concentrations 
de glucose, ce que l’on appelle les insulines intelligentes sont maintenant développées qui 
dépendent de la concentration ambiante de glucose. Ces formulations d’insuline deviennent 
actives lorsque les concentrations de glucose sont augmentées; l’augmentation du glucose 
rivalise avec l’insuline glycosylée pour la liaison à une lectine, libérant ainsi de l’insuline—un 
effet qui ne se produirait pas si les concentrations de glucose étaient inférieures à la normale 
(Brownlee etCerami, 1979). Les molécules d’insuline qui sont modifiées pour la sélectivité du 
foie sont également vérifiées; chez les humains ils ont fourni un contrôle glycémique amélioré 
avec moins d’effets indésirables, en particulier l’hypoglycémie (Bergenstal et coll., 2012). 
 
1.2.3 Les sécrétagogues d’insuline 
Les sécrétagogues sont des médicaments qui stimulent les cellules ß pour les faire sécréter de 
l’insuline. Les sécrétagogues comprennent les sulfonylurées et les méglitinides. Beaucoup de 
patients souffrant de DT2 ne produisent pas assez d’insuline. Ainsi les sécrétagogues 
d’insuline aident le pancréas à produire et à libérer (ou sécréter) de l’insuline. Les 
sulfonylurées et les sécrétagogues non-sulfonylurés d’insuline exercent leurs effets 
antidiabétiques en se liant au récepteur de sulfonylurées (SUR) sur la cellule ß, qui règle 
l’activité d’un canal potassique dépendant de l’ATP (Bolen et coll., 2007). La liaison des 
sécrétagogues d’insuline aux SUR résulte en la fermeture des canaux potassiques et la 
dépolarisation de la membrane des cellules ß, avec l’ouverture ultérieure des canaux de 
calcium et la stimulation de la libération d’insuline (Bolen et coll., 2007). Dans la cellule ß, les 
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sécrétagogues d’insuline augmentent la sécrétion d’insuline d’une manière relativement 
dépendante de glucose, menant à une réduction des deux niveaux de glycémie à jeun et 
postprandiale. L’effet net est une réduction du taux de HbA1c de 1 à 2%, l’exception étant le 
natéglinide, qui est associé à une réduction de 0,5 à 1,0% en raison de sa courte demi-vie et 
temps de séjour sur le SUR (DeFronzo et coll., 2010). 
Les plus nouvelles sécrétagogues non-sulfonylurées d’insuline sont les méglitinides. Leur 
action est obtenue par médiation par le SUR, et elles détiennent une certaine homologie 
structurelle aux sulfonylurées mais elles ne contiennent pas le fragment sulfonylurée réel. Le 
répaglinide et le natéglinide sont tous les deux absorbés et éliminés rapidement après 
administration orale par le métabolisme hépatique. Ce rapide laps de temps requiert deux ou 
trois doses par jour avec les repas. Le répaglinide est en mesure de réduire les niveaux de 
glucose à jeun en dépit de sa courte demi-vie à cause du séjour prolongé sur le complexe SUR. 
Il est donc en mesure de réduire le taux de HbA1c d’une manière équivalente aux 
sulfonylurées. Le natéglinide, d’autre part, a un court temps de séjour et ne réduit pas 
sensiblement la glycémie à jeun. 
 
1.2.4 Les biguanides 
Les principaux biguanides, la metformine et la phenformine, ont été introduits en 1957 comme 
des agents hypoglycémiants oraux pour traiter le diabète non-insulino-dépendant (NIDDM) ou 
le DT2. La phenformine a été retirée dans de nombreux pays à cause d’une association avec 
l’acidose lactique, mais la metformine ne pose pas le même risque si elle est prescrite de 
manière appropriée. La metformine est maintenant largement utilisée en tant que 
monothérapie et en combinaison avec une sulfonylurée. Le principal effet de la metformine est 
de diminuer considérablement la production de glucose hépatique, principalement par le biais 
d’une inhibition légère et transitoire du complexe 1 de la chaîne respiratoire mitochondrial. De 
plus, la diminution résultante de l’état d’énergie hépatique active la protéine kinase activée par 
l’AMP (AMPK), un senseur métabolique cellulaire, fournissant un mécanisme généralement 
accepté pour l’action de la metformine sur la néoglucogenèse hépatique. La démonstration que 
le complexe 1 de la chaîne respiratoire, et non pas l’AMPK, est la cible principale de la 
metformine a été récemment renforcée en montrant que l’effet métabolique du médicament est 
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conservé chez les souris déficientes en AMPK-spécifique du foie. Au-delà de son effet sur le 
métabolisme de glucose, la metformine a été signalée comme étant capable de restaurer la 
fonction ovarienne dans le syndrome des ovaires polykystiques, de réduire le taux de gras dans 
le foie et d’abaisser les complications microvasculaires et macro-vasculaires associées au 
DT2. Son utilisation a également été récemment suggérée comme traitement adjuvant pour le 
cancer ou le diabète gestationnel, et pour la prévention dans les populations pré-diabétiques 
(Viollet et coll., 2012). Le lactate supplémentaire produit est extrait en grande partie par le foie 
et sert de substrat pour maintenir la gluconéogenèse. Cela limite la mesure dans laquelle la 
metformine réduit la production hépatique de glucose, mais constitue une protection contre 
l’abaissement excessif de glucose. Parce que la metformine ne provoque pas d’hypoglycémie 
clinique, elle est en fait un médicament antidiabétique efficace. Elle ne provoque pas de gain 
de poids, elle aide à lutter contre l’hypertriglycéridémie et semble posséder certaines 
propriétés vasoprotectrices. La metformine offre un traitement utile aux patients NIDDM qui 
souffrent de surpoids insulino-résistant (Bailey, 1992). 
 
1.2.5 Les glitazones 
Les thiazolidinediones—parfois abréviés comme TZDs ou appelés des glitazones—oeuvrent à 
l’abaissement de la résistance à l’insuline, ce qui est le problème sous-jacent pour beaucoup de 
gens avec le DT2. Les thiazolidinediones augmentent la sensibilité à l’insuline en agissant sur 
le tissu adipeux, le tissu musculaire et le foie pour augmenter l’utilisation du glucose et pour 
diminuer la production de glucose (Iwamoto et coll., 1996; Nolan et coll., 1994; Yki-Jarvinen, 
2004). Le mécanisme par lequel les thiazolidinediones exercent leur effet n’est pas 
entièrement compris. Ils se lient à et ils activent un ou plusieurs récepteurs activés de 
proliférateur de peroxysome (PPARs), qui régulent l’expression des gènes en réponse à la 
liaison du ligand (Vidal-Puig et coll., 1997; Yki-Jarvinen, 2004). 
La PPAR-gamma se trouve principalement dans le tissu adipeux, les cellules ß du pancréas, 
l’endothélium vasculaire, les macrophages et dans le système nerveux central. Le PPAR-alpha 
est exprimé principalement dans le foie, le coeur, les muscles squelettiques et les parois 
vasculaires. Les différents thiazolidinediones ont des effets différentiels sur le PPAR-gamma 
et sur le PPAR-alpha. La troglitazone et la rosiglitazone sont purement des agonistes du PPAR-
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gamma, tandis que la pioglitazone exerce aussi certains effets PPAR-alpha. Ceci peut 
expliquer les différents effets que la pioglitazone et la rosiglitazone ont sur les lipides. 
Les principaux effets secondaires des TZDs incluent la rétention d’eau (Tang et coll., 2003), 
l’oedème, l’insuffisance cardiaque congestive (Hernandez et coll., 2011; Toprani etFonseca, 
2011) et le gain de poids (Fonseca et coll., 2013). La troglitazone a été retirée en raison du 
risque élevé de lésion et d’échec hépatique (Faich etMoseley, 2001; Graham et coll., 2003); la 
pioglitazone a été retirée dans certains pays en raison du risque élevé de cancer de la vessie 
(Lewis et coll., 2011). On a trouvé que la rosiglitazone augmente les maladies 
cardiovasculaires (Graham et coll., 2010). Elle a donc été retirée en Europe et elle est utilisée 
aux États-Unis avec des restrictions importantes. 
 
1.2.6 Les inhibiteurs de l’alpha-glucosidase 
Les inhibiteurs de l’alpha-glucosidase (AGIs) sont des médicaments qui inhibent l’absorption 
des glucides de l’intestin et ils peuvent être utilisés dans le traitement de patients atteints de 
DT2 ou d’une tolérance altérée au glucose. Il n’y a actuellement aucune preuve que les AGIs 
soient bénéfiques pour prévenir ou retarder la mortalité ou les complications micro- ou macro-
vasculaires dans le DT2. Ses effets bénéfiques sur l’hémoglobine glyquée sont comparables à 
la metformine ou aux TZDs et probablement légèrement inférieurs au sulfamide 
hypoglycémiant. Compte tenu de l’ensemble de la preuve, la metformine semble être 
supérieure aux AGIs. Davantage d’études à long terme sont nécessaires pour étudier les effets 
des AGIs comparés à d’autres médicaments. Pour les patients avec une tolérance au glucose 
altérée, les AGIs peuvent prévenir, retarder ou masquer l’apparition du DT2. Un effet 
bénéfique possible sur les évènements cardiovasculaires devrait être confirmé dans de 
nouvelles études (van de Laar, 2008). 
Les AGIs inhibent réversiblement un certain nombre d’enzymes alpha-glucosidase (p.ex., la 
maltase), en retardant par conséquent l’absorption des sucres de l’intestin (Campbell et coll., 
1996). Dans une récente étude avec des individus en bonne santé, il a été suggéré que les effets 
thérapeutiques des AGIs ne sont pas seulement basés sur une digestion retardée de glucides 
complexes, mais aussi sur les effets métaboliques de la fermentation de l’amidon colique 
(Wachters-Hagedoorn et coll., 2007). L’Acarbose (Glucobay®) est l’AGI le plus largement 
 26
prescrit. Les autres AGIs sont le miglitol (Glyset®) et la voglibose (Volix®, Basen®). Les 
AGIs pourraient être une option raisonnable comme médicament de premier ordre dans le 
traitement des patients  atteints de DT2, car ils ciblent spécifiquement l’hyperglycémie 
postprandiale, qui est un éventuel facteur de risque indépendant de complications 
cardiovasculaires (Ceriello, 2005). Bien que de rares cas de lésions hépatiques ont été décrits, 
les AGIs ne devraient causer aucun évènement hypoglycémique ou d’autres évènements 
mortellement dangereux, même avec des surdoses, et elles ne devraient provoquer aucun gain 
de poids (Chiasson et coll., 2003). 
 
1.2.7 Les incrétines 
Actuellement, il y a 2 types d’hormones incrétines, des hormones qui ont été identifiées, i.e. le 
polypeptide glucose insulinotropique (GIP) et le Glucagon like peptide-1 (GLP-1). Ces deux 
hormones agissent en déclenchant une décharge d’insuline immédiatement après l’ingestion 
d’aliments, inhibant la sécrétion de glucagon, ce qui retarde la vidange gastrique et supprime 
la sensation de faim. Plusieurs études in vitro ont démontré que le GLP-1 stimule la sécrétion 
d’insuline du pancréas en favorisant l’expression du gène de pro-insuline et la prolifération 
des cellules β par le récepteur GLP-1 (GLP-1R) (Drucker et coll., 1987). Il y a une diminution 
de la fonction GIP et de la quantité de GLP-1 dans le DT2; ainsi la tentative d’augmenter les 
hormones incrétines ressort comme l’une des modalités de traitement pour contrôler le taux de 
glucose sanguin, que ce soit sous forme de monothérapie ou d’une thérapie combinée. À 
l’heure actuelle, il existe deux approches d’utilisation des incrétines comme l’un des 
traitements du DT2, dont l’une est l’utilisation de mimétique/agoniste de l’incrétine (agoniste 
GLP-1: exénatide et liraglutide) et l’autre l’utilisation d’inhibiteur de l’enzyme dipeptidyl 
peptidase 4 (DPP4) (sitagliptine, vildagliptine, et linagliptine) (Sanusi, 2009). 
 
1.2.8 Les inhibiteurs SGLT-2 
Les inhibiteurs SGLT2 sont une classe nouvellement développée de médicaments anti-
diabétiques oraux (OADs) avec un mécanisme d’action unique. Les inhibiteurs SGLT2 
agissent en inhibant le SGLT2 dans le tubule contourné proximal (PCT), afin d’empêcher la 
réabsorption du glucose et d’en faciliter son excrétion dans l’urine (Kalra, 2014). Lorsque le 
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glucose est éliminé, ses taux plasmatiques tombent, menant à une amélioration de tous les 
paramètres glycémiques (Hummel et coll., 2011; Lee et coll., 2007; Wright, 2001). 
Ce mécanisme d’action dépend des niveaux de glucose dans le sang et, contrairement aux 
actions des thiazolidinediones, il est indépendant des actions de l’insuline. Ainsi, il y a un 
potentiel minimal d’hypoglycémie, et aucun risque de sur-stimulation ou de fatigue des 
cellules ß (Nauck, 2014). Parce que leur mode d’action repose sur la fonction glomérulaire-
tubulaire rénale normale, l’efficacité des inhibiteurs de SGLT2 est réduite chez les personnes 
souffrant d’insuffisance rénale. 
Les inhibiteurs du SGLT2 (SGLT2i) représentent une nouvelle classe de médicaments qui va 
certainement aider un grand nombre de personnes atteintes de diabète à obtenir un contrôle 
cible d’une manière sûre et bien tolérée. Leur unique mécanisme d’action, couplé à des 
avantages  pléiotropiques sur le poids et le PA, devrait en faire des choix attrayants pour une 
thérapie d’appoint à des personnes non contrôlées par d’autres médicaments (Kalra, 2014). En 
effet, le canagliflozine (ou Invokana) est le premier médicament ciblant la classe SGLT2 





Figure 7: Sites d’action des thérapies pharmacologiques actuelles et futures pour le traitement 
du DT2 (adapté de http://cliparts.co/clipart/2690309 et (Evans et coll., 2000) 
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1.2.9 Autres traitements et médicaments complémentaires et alternatifs 
1.2.9.1 Autres traitements 
En plus des principaux médicaments du DM, il existe plusieurs autres traitements tels que les 
récepteurs couplés aux protéines-G (RCPGs), les agonistes partiels de PPARγ, des 
modulateurs sélectifs PPAR α/γ, la thérapie génétique (Yamaoka, 2001), les statines, l’aspirine, 
l’orlistat, le rimonabant, etc. 
 
1.2.9.2 Médicaments complémentaires et alternatifs 
La prévalence du DM augmente rapidement dans le monde entier à cause du mode de vie 
sédentaire, l’obésité, le vieillissement, l’explosion de la population, le tabagisme, le PA élevé, 
la prédisposition génétique, les troubles psychiatriques et ainsi de suite (Wild et coll., 2004). 
On prédit que le DM affectera 366 millions d’individus d’ici l’an 2030 (Amos et coll., 1997; 
King et coll., 1998; King etRewers, 1993; Wild et coll., 2004). Les populations autochtones 
sont notamment affectées de manière disproportionnée en raison de leur prédisposition 
génétique à la conservation de calories combinées surtout à des changements rapides de 
l’environnement (Ekoe et coll., 1990; Hegele et coll., 1999; Nachar et coll., 2013; Neel, 1962; 
Young et coll., 2000). Par exemple, la prévalence ajustée selon l’âge du DT2 dans les 
populations Cris d’Eeyou Istchee (CEI – région est de la Baie James du Québec, Canada) 
s’élevait à une moyenne de 29% en 2009 (Kuzmina et coll., 2010b; Nachar et coll., 2013). Les 
communautés Cris souffrent également d’une prévalence plus élevée des complications du 
diabète, notamment la néphropathie. Cela est partiellement dû à l’inadaptation culturelle des 
traitements médicamenteux modernes (Garriguet, 2008; Hanley et coll., 2005). 
L'équipe de recherche sur les médecines autochtones antidiabétiques des Instituts de recherche 
en santé du Canada (IRSC-TAAM) a été instaurée en 2003 dans le but de trouver des 
approches complémentaires et des alternatives culturellement pertinentes à la prévention et la 
gestion de DT2 pour les diabétiques autochtones du Canada. Dix-sept espèces de plantes 
issues de la pharmacopée traditionnelle des Cris de la Baie James ont été identifiées grâce à 
des enquêtes ethnobotaniques et testées en utilisant une plate-forme complète d’essais 
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biologiques et de modèles animaux d'obésité et de diabète pour identifier la capacité des 
plantes pour améliorer le contrôle glycémique (Fraser et coll., 2007; Haddad et coll., 2012; 
Harbilas et coll., 2009; Nachar et coll., 2013; Spoor et coll., 2006).  
Le Rhododendron groenlandicum L. (Ericacées) (R. groenlandicum), communément connu 
comme le thé du Labrador, est l’une des plantes antidiabétiques les plus prometteuses utilisées 
traditionnellement par les Cris de la région est de la Baie James (Eid et Haddad, 2014).  In 
vitro, des tests biologiques ont suggéré que R. groenlandicum agit comme de la metformine 
dans le muscle squelettique (Martineau et coll., 2010) et comme les médicaments TZD 
(également connus sous le nom glitazones) dans le tissu adipeux (Spoor et coll., 2006). Dans 
une récente étude in vivo, l’extrait de plante a été bénéfique dans le rétablissement de 
mécanismes d’homéostasie du glucose chez des souris nourries avec une DG (Ouchfoun et 
coll., 2015). Notamment, le R. groenlandicum réduit la glycémie et l’insuline tout en 
améliorant la réaction à un OGTT.  
Une étude de dépistage de dix-sept plantes antidiabétiques utilisées par les Cris de la Baie 
James est (Canada) a montré que l’extrait de sapin baumier, Abies balsamea (L.) Mill. 
(Pinaceae) (A. balsamea), rehaussait le transport de glucose dans les cellules musculaires et 
dans les adipocytes (Spoor et coll., 2006). Une autre étude de dépistage sur les mêmes dix-sept 
plantes a montré que A. balsamea se distingue par des effets marqués sur l’homéostasie de 
glucose dans les cellules hépatiques. La plante a diminué l’activité de la Glucose 6-
phosphatase (G6Pase), activité impliquant à la fois la phosphorylation de la kinase Adams 
Kara Taylor (AKT) et de l’AMPK. En même temps, l’extrait de sapin baumier a stimulé 
l’activité de la glycogène synthétase (GS) en inhibant la glycogène synthétase kinase 3 (GSK-
3) (Nachar et coll., 2013). 
 
1.3 Complications diabétiques 
Avec le développement du DM une série de complications s’ensuivent, incluant la ND, la 
rétinopathie diabétique, la neuropathie diabétique, les maladies cardiovasculaires, etc. Des 
complications métaboliques aiguës peuvent survenir à cause du coma résultant d’une 
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hypoglycémie et une acidocétose diabétique causée par un taux exceptionnellement élevé de 
glucose dans le sang, menant à un taux de mortalité élevé (Forbes etCooper, 2013).  Le DM 
chronique cause des lésions aux vaisseaux sanguins, conduisant à un large éventail de 
complications diabétiques. Il y a deux principaux groupes de complications diabétiques, c’est-
à-dire, les maladies micro-vasculaires à cause de dommages aux petits vaisseaux sanguins, et 
les maladies macro-vasculaires dues à des lésions aux artères. Les complications micro-
vasculaires consistent en une rétinopathie, une néphropathie et une neuropathie; en revanche, 
les complications macro-vasculaires réfèrent à une maladie cardio-vasculaire (MCV) 
entraînant un infarctus du myocarde et les maladies vasculaires cérébrales se manifestent par 
un accident cérébral vasculaire (ACV) (Forbes etCooper, 2013). Selon plusieurs données 
cliniques, la rétinopathie compte pour 47%, la néphropathie pour 17%, et les maladies 
cardiovasculaires pour 14% des complications du DT1 (Nathan et coll., 2009). Des données 
limitées sont disponibles pour des complications du DT2 parce que les populations asiatiques 
et caucasiennes montrent des différences significatives dans les proportions relatives des 
complications. Par exemple, les Asiatiques semblent avoir une incidence élevée de DM mais 
une plus faible prévalence des maladies cardiovasculaires, contrairement aux Caucasiens 
(Chan et coll., 2004) 
 
1.3.1 La rétinopathie  
La rétinopathie diabétique est caractérisée par un spectre de lésions de la rétine et elle est la 
cause principale de cécité chez les adultes entre 20 et 74 ans (Frank, 2004; Hirai et coll., 
2011). Celles-ci comprennent des changements dans la perméabilité vasculaire, les micro-
anévrismes capillaires, la dégénérescence capillaire et la formation excessive de nouveaux 
vaisseaux sanguins (la néo-vascularisation). La rétine neurale est aussi dysfonctionnelle avec 
la mort de certaines cellules, ce qui altère l’électrophysiologie de la rétine et se traduit par une 
incapacité à établir une différence entre les couleurs. Cliniquement la rétinopathie diabétique 
est séparée en stades de maladies non prolifératives et prolifératives. Dans les premiers stades, 
l’hyperglycémie peut entraîner la mort des péricytes intra-muraux et l’épaississement de la 
membrane basale, qui contribuent à l’évolution de l’intégrité des vaisseaux sanguins dans la 
rétine, modifiant la barrière hémato-rétinienne et la perméabilité vasculaire (Bresnick et coll., 
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1976; Frank, 2004). Dans cette phase initiale de rétinopathie diabétique nonproliférante 
(RDNP), la plupart des gens ne remarquent aucune déficience visuelle.  
La dégénérescence ou l’occlusion des capillaires rétiniens sont fortement associées à une 
aggravation du pronostique (Bresnick et coll., 1976), ce qui est très probablement le résultat de 
l’ischémie suivie par la libération subséquente de facteurs angiogéniques, y compris ceux qui 
sont liés à l’hypoxie. Cette progression mène la maladie dans la phase proliférative où la néo-
vascularisation et l’accumulation de liquide dans la rétine, appelée œdème maculaire, 
contribuent à la déficience visuelle. Dans des cas plus graves, il peut y avoir des saignements 
avec une distorsion associée de l’architecture rétinienne, y compris le développement d’une 
membrane fibrovasculaire qui peut ensuite mener à un décollement de la rétine (Frank, 2004).  
La rétinopathie diabétique se développe au cours de nombreuses années, et presque tous les 
patients atteints de DT1 (Hirai et coll., 2011; Roy et coll., 2004), et la plupart ayant DT2, 
présentent certaines lésions de la rétine après 20 ans de maladie. De plus, alors que dans le 
DT1 le trouble rétinien majeur menaçant la vision semble être la rétinopathie proliférative, 
dans le DT2 il y a une incidence plus élevée de l’œdème maculaire. Néanmoins, seule une 
minorité de ces patients auront de la progression résultant en une déficience visuelle.  
En plus du maintien de la PA et du contrôle glycémique, il existe un certain nombre de 
traitements de la rétinopathie diabétique qui ont une efficacité dans la réduction de la perte de 
vision. Ces trois traitements comprennent la photo-coagulation au laser, l’injection du stéroïde 
triamcinolone et plus récemment des antagonistes du facteur de croissance vasculaire 
endothéliale (VEGF) dans l’œil et une vitrectomie, pour retirer le corps vitré. Cependant, il 
n’y a pas d’approche médicale commune pour ralentir la progression de la maladie avant 
l’utilisation de ces traitements plutôt envahissants (Forbes etCooper, 2013).  
 
1.3.2 La neuropathie  
Plus de la moitié de toutes les personnes atteintes de diabète finissent par développer une 
neuropathie (Abbott et coll., 2011), avec un risque à vie d’une ou plusieurs amputations des 
membres inférieures estimées dans certaines populations d’être à un taux de 15%. La 
neuropathie diabétique est un syndrome qui englobe à la fois les divisions somatiques et 
autonomes du système nerveux périphérique. Il y a, toutefois, des données croissantes qui 
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indiquent que les dommages à la moelle épinière (Selvarajah et coll., 2006) et au SNC 
supérieur (Wessels et coll., 2006) peuvent également se manifester. De plus, la neuropathie 
serait un facteur majeur dans la guérison de plaies altérées, le dysfonctionnement érectile et le 
dysfonctionnement cardio-vasculaire reliés au diabète.  
La progression de la maladie dans la neuropathie a été traditionnellement caractérisée 
cliniquement par l’apparition d’anomalies vasculaires telles que l’épaississement de la 
membrane basale capillaire et de l’hyperplasie endothéliale avec diminution ultérieure de la 
tension d’oxygène et d’hypoxie. Les inhibiteurs du système rénine-angiotensine (RAS) et des 
antagonistes α1 améliorent les vitesses de conduction nerveuse dans le contexte clinique, ce 
qui est postulé comme un résultat de l’augmentation du flux sanguin neuronal (Forbes 
etCooper, 2013). La neuropathie avancée, en raison de la détérioration des fibres nerveuses 
dans le diabète, se caractérise par des sensibilités altérées à des vibrations et des seuils 
thermiques, qui progressent jusqu’à la perte de la perception sensorielle. L’hyperalgésie, la 
paresthésie, et l’allodynie se manifestent également dans une proportion de patients souffrant 
de douleur évidente représentant 40–50% de ceux souffrant de neuropathie diabétique. La 
douleur est également observée chez certaines personnes diabétiques sans preuve clinique de 
neuropathie (10 –20%), ce qui peut sérieusement nuire à la qualité de vie (Obrosova, 2009).  
Récemment cependant, il y a eu une certaine controverse quant à l’inclusion de la neuropathie 
comme une complication “micro-vasculaire”. Certains chercheurs considèrent que les 
changements dans les vaisseaux sanguins neuronaux sont des effets secondaires d’un trouble 
neuronal et glial sous-jacent associé à la neuropathie plutôt qu’à la vasculopathie. En effet, 
récemment il y a eu des preuves suggérant que la neuropathie diabétique cible sélectivement 
les neurones sensoriels et les neurones moteurs, avec peu d’implication vasculaire. En 
particulier, la perte de l’épiderme (Robertson et coll., 2007; Shun et coll., 2004) et de 
l’innervation de la cornée (Malik et coll., 2003) a été constatée. En effet, la dégénérescence 
nerveuse et la perte de fibres neuronales à l’intérieur de la cornée peuvent être évaluées et 
quantifiées de manière non invasive chez les patients atteints de diabète, en utilisant des 
techniques telles que la microscopie confocale cornéenne (Malik et coll., 2003; Quattrini et 
coll., 2007). La dégénérescence nerveuse dans ces sites a montré des corrélations 
significatives avec les seuils thermiques et diverses mesures de la douleur et de la pression et 
d’incapacité neurologique, ce qui suggère que la microscopie confocale de la cornée est un 
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outil clinique utile pour évaluer les dommages neuronaux comme une conséquence du diabète.  
La taille des neurones est également importante. Il semble que dans le diabète, des fibres 
nerveuses montrent une perte précoce de vitesse de conduction nerveuse avec la perte de leurs 
terminaisons nerveuses. Ceci est la raison pour laquelle des picotements et la perte de 
sensation et de réflexes sont souvent observés premièrement dans les pieds, pour affecter 
subséquemment d’autres régions, en particulier les mains. Ce syndrome est communément 
appelé une distribution de “gant et de bas”, qui comprend de l’engourdissement, de la 
dysesthésie (picotement d’épingles et aiguilles), de la perte sensorielle et de la douleur 
nocturne. L’orientation spatiale de la localisation des membres est également affectée au début 
de la progression de la maladie. Cela inclut une perte de sensation en réponse à des blessures 
menant à des callosités et d’autres blessures communes aux pieds qui placent les patients 
atteints de neuropathie diabétique à haut risque de développer des ulcères aux pieds et aux 
jambes, qui peuvent finalement entraîner une amputation. Certaines personnes diabétiques 
subissent également de multiples fractures et développent une articulation de Charcot, une 
maladie dégénérative vue dans les articulations portantes, caractérisée par la destruction de 
l’os et éventuellement une déformation. Le dysfonctionnement moteur progressif est 
également fréquent dans la neuropathie diabétique, ce qui peut conduire à une dorsiflexion des 
doigts et des orteils.  
En plus d’un dysfonctionnement des neurones moteurs, le système nerveux autonome est 
également influencé par le diabète. Une anomalie courante dans la fonction autonome vue 
chez les individus atteints de diabète est l’hypertension orthostatique en raison d’une 
incapacité à régler le rythme cardiaque et le tonus vasculaire pour maintenir le flux sanguin 
vers le cerveau. Les nerfs autonomes innervant le tractus gastro-intestinal sont également 
touchés menant à la gastro-parésie, des nausées, des ballonnements et de la diarrhée, qui 
peuvent également altérer l’efficacité des médicaments par voie orale. En particulier, la 
vidange gastrique retardée peut considérablement affecter le contrôle glycémique en retardant 
l’absorption de nutriments clés, ainsi que des agents antidiabétiques conduisant à des 
déséquilibres dans l’homéostasie du glucose (Forbes etCooper, 2013).  
La grande variété de manifestations cliniques observées dans la neuropathie, en plus des 
troubles de la cicatrisation de la plaie, la dysfonction érectile et les maladies cardio-
vasculaires, peuvent gravement nuire à la qualité de vie. En effet, les marqueurs autonomes 
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peuvent prédire quels individus diabétiques ont le plus mauvais pronostic après un infarctus du 
myocarde. Conformément à d’autres complications, la durée du diabète et le manque de 
contrôle de la glycémie sont les principaux facteurs de risque de neuropathie dans les deux 
formes principales de diabète (Group, 1993; Group., 1998). Mis à part l’optimisation du 
contrôle glycémique et la gestion de la douleur neuropathique, il n’y a pas de grandes 
thérapies approuvées en Europe, ni aux États-Unis, pour le traitement de la neuropathie 
diabétique. De plus, comme on l’associe avec d’autres complications, les mécanismes 
conduisant à la neuropathie diabétique sont mal compris (Forbes etCooper, 2013). À l’heure 
actuelle, le traitement se concentre généralement sur la réduction de la douleur, mais le 
processus est généralement progressif.  
 
1.3.3 Les maladies cardiovasculaires  
Il y a un risque accru de MCV dans le diabète, de sorte qu’un individu souffrant de diabète 
court un risque d’infarctus du myocarde équivalent à celui des individus non diabétiques qui 
ont déjà eu un infarctus du myocarde (Haffner et coll., 1998). La MCV représente plus de la 
moitié de la mortalité observée dans la population diabétique (Haffner et coll., 1998; Laing et 
coll., 2003), et le diabète équivaut à un risque accru d’environ trois fois de développer un 
infarctus du myocarde par rapport à la population générale (Domanski et coll., 2002). Dans le 
DT1, il est fréquent de voir la progression vers la MCV sans altération de la fonction rénale. 
Dans le DT2, la maladie rénale reste un facteur de risque majeur pour les maladies 
cardiovasculaires prématurées, en plus de la dyslipidémie, un mauvais contrôle glycémique, et 
des élévations persistantes dans la PA.  
Les troubles cardiovasculaires dans le diabète comprennent l’athérosclérose précoce, se 
manifestant par un infarctus du myocarde et l’ACV ainsi que la fonction cardiaque altérée, 
principalement la dysfonction diastolique. Les individus diabétiques présentant un risque de 
maladie cardiovasculaire sont traités avec des régimes à forte intensité, y compris un strict 
contrôle glycémique, l’administration d’agents d’abaissement de la PA, tels que ceux ciblant le 
système rénine angiotensine, la thérapie d’abaissement de lipides avec des statines ou des 
fibrates et des agents antiplaquettaires, tels que l’aspirine (Forbes etCooper, 2013).  
L’athérosclérose est un processus complexe impliquant de nombreux types de cellules et 
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d’importantes interactions cellulaires qui favorisent la progression de stries lipidiques vers la 
formation de plaques arthérosclérotiques plus complexes. Ces plaques arthérosclérotiques 
complexes peuvent alors déstabiliser et se rupturer, résultant en un infarctus du myocarde, une 
angine instable, ou des accidents vasculaires cérébraux. L’évènement initiateur précis est 
inconnu; cependant, le dysfonctionnement endothélial précoce est le principal suspect.. 
L’endothélium est crucial pour le maintien de l’homéostasie vasculaire, veillant à ce qu’un 
équilibre se maintien entre les facteurs vasoactifs contrôlant sa perméabilité, l’adhésivité, et 
l’intégrité telles que l’ANG II et l’oxyde nitrique, mais cet équilibre semble être compromis 
par le diabète. Des anomalies localisées provoquent l’athérogénèse, où des cellules 
immunitaires, y compris des macrophages et des cellules T peuvent se lier à la paroi du 
vaisseau (O'Brien et coll., 1996). Cela déclenche l’entrée de lipoprotéines de basse densité 
(LBD) dans l’espace sous-endothélial menant à la formation de la cellule de mousse et de 
stries lipidiques (Glass etWitztum, 2001) qui sont fréquemment observées sur des sites 
d’écoulements turbulents tels que les bifurcations, les branches et les courbes (Ross, 1995). 
Finalement, la prolifération de cellules musculaires lisses et le dépôt de matrice, souvent avec 
une nécrose associée, donnent lieu à la formation d’une plaque arthérosclérotique complexe, 
ce qui peut occlure le vaisseau sanguin sur le site de formation comme dans la circulation 
coronarienne ou fémorale ou devenir une occlusion d’embolie des vaisseaux sanguins dans des 
sites éloignés, généralement en provenance de l’intérieur des vaisseaux carotidiens et 
atteignant la circulation cérébrale.  
L’endommagement du myocarde, en l’absence d’hypertension et de maladies des artères 
coronaires peut également se produire dans le diabète, et ceci a été appelé la cardiomyopathie 
diabétique (Rubler et coll., 1972). La cardiomyopathie est caractérisée par le 
dysfonctionnement diastolique (Kannel et coll., 1974). Le dysfonctionnement diastolique est 
une incapacité du cœur à se détendre et à se soumettre au remplissage durant la partie 
diastolique du cycle cardiaque. Il est souvent sous-clinique et nécessite un degré de suspicion 
élevé pour le diagnostic qui implique l’utilisation de techniques d’échocardiographie 
sophistiquées. Avec la progression clinique, le dysfonctionnement diastolique peut entraîner 
une insuffisance cardiaque diastolique, qui est décrite comme la présence de signes cliniques 
et de symptômes d’insuffisance cardiaque en présence d’une fonction systolique proche de la 
normale. La dysfonction diastolique est observée chez 40–60% des individus atteints 
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d’insuffisance cardiaque (Banerjee et coll., 2002; Zile etBrutsaert, 2002a, b), avec des 
personnes diabétiques surreprésentées (Forbes etCooper, 2013).  
La conséquence clinique majeure de dysfonction diastolique est la dyspnée, ce qui entrave la 
capacité des individus diabétiques de faire de l’exercice physique, un aspect important de la 
gestion du diabète, en particulier dans le contexte de l’obésité. On pense que la dysfonction 
diastolique se produit à la suite d’un certain nombre de processus pathologiques. Ceux-ci 
comprennent le raidissement du myocarde en raison de la réticulation et de dépôt de matrice 
extracellulaire, l’hypertrophie, et des anomalies neuronales.  
Généralement, l’athérome et les dommages du myocarde sont susceptibles de se produire au 
moins en partie comme des conséquences de l’hypertension, de la perméabilité vasculaire 
altérée et de l’ischémie. Il est cependant important de noter que le contrôle glycémique à long 
terme, biochimiquement défini en utilisant des mesures de l’hémoglobine A1c (HbA1c), reste 
le meilleur prédicteur de risque de MCV dans des personnes souffrant de diabète de type 1 
(Boor et coll., 2009) et de type 2 (Cederberg et coll., 2010). L’expression des gènes dans le 
système vasculaire est fortement altérée par le stress oxydatif et l’inflammation chronique 
(Feng et coll., 2005), qui individuellement, changent l’équilibre d’un vaisseau anti-
inflammatoire et anti-thrombotique vers un état pathogénique pro-inflammatoire et 
thrombogénique. Il y a aussi un défaut de réparation vasculaire dans le diabète, avec une 
réduction des cellules progénitrices endothéliales, augmentant davantage les complications 
multiples dans des organes comme décrites ci-dessus, en conférant ainsi une morbidité 
signifiante et une mortalité précoce vues dans les deux formes principales de diabète (Dessapt 
et coll., 2010; Tepper et coll., 2002).  
 
1.3.4 La néphropathie diabétique 
La ND, qui est la cause principale de l’étape finale de l’insuffisance rénale, est une 
complication diabétique importante qui est définie par une diminution du taux de filtration 
glomérulaire (TFG) suivie du développement de la protéinurie après une longue période de 
temps (habituellement 5-10 ans) depuis le début de DM (Forbes etCooper, 2013; Gilbertson et 
coll., 2005). La ND est toujours associée à une mortalité élevée en raison de l’urémie 
(Mogensen et coll., 1983); plus important, l’état rénal pathologique contribue également à la 
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progression des complications macro-vasculaires, par exemple des ACV et des crises 
cardiaques (Matsushita et coll., 2010). Bien qu’un sous-ensemble d’individus acquière la ND 
malgré un bon contrôle de la glycémie (DCCT, 1993) et une PA normale, la plupart des ND se 
produisent suivant le développement de l’hypertension et de l’hyperglycémie (Group., 1998; 
Turner R, 1998). La PA continue généralement à augmenter une fois que le DM se manifeste. 
Cependant, à court terme, une amélioration pourrait être vue dans le contrôle de la glycémie 
en raison d’un déclin de l’élimination rénale de l’insuline (Group, 1993). 
En raison de la diversité des populations de cellules des tissus rénaux et de diverses 
caractéristiques physiologiques du rein, le développement et la progression de la ND sont 
compliqués. En plus de la filtration des toxines du sang, il est difficile à dire si d’autres parties 
de la fonction rénale sont également affectées par le diabète, tel que le contrôle aigu de 
l’hypoglycémie, la réabsorption de sel pour le maintien de l’équilibre de fluide et de la PA, la 
libération d’hormones, incluant l’érythropoïétine et l’activation de la vitamine D, (Brenner, 
2008; Forbes etCooper, 2013). L’hyperglycémie chronique mène à des conditions élevées de 
glucose dans les tissus rénaux, ce qui affecte différentes cellules rénales, incluant les cellules 
mésangiales, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales, les podocytes, les 
cellules tubulaires, le système de tube collecteur,  les myofibroblastes et les cellules 
inflammatoires (Forbes etCooper, 2013). 
Au stade précoce de DM, des changements hémodynamiques et de PA se produisent dans les 
tissus rénaux et dans le système manifestant de l’hyperfiltration, qui devait initialement être 
considéré comme une composante clé des dommages aux parties de filtration du tissu rénal, au 
glomérule et au vaisseau préglomérulaire (O'Bryan etHostetter, 1997). Étant controversées, 
certaines données cliniques indiquent que les patients diabétiques qui maintiennent une 
filtration glomérulaire normale ou une hyperfiltration ne sont pas aptes à des progrès pour 
mettre fin à la maladie rénale au stade final (Groop et coll., 2009). Des changements de milieu 
métabolique, incluant les défauts intrinsèques dans les artérioles glomérulaires, des altérations 
dans la transduction de signal et la libération de facteurs vasoactifs sont considérés comme des 
candidats contribuant aux changements hémodynamiques (Forbes etCooper, 2013). La 
présence d’un excès de protéines sériques dans l’urine, à savoir la protéinurie, est le reflet des 
changements hémodynamiques rénaux. De plus, la protéinurie est toujours associée à des 
changements dans la barrière de filtration glomérulaire et des podocytes qui sont des cellules 
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épithéliales au sein du glomérule (Forbes etCooper, 2013). 
Une hypertrophie détectable a été observée dans le stade précoce de DM, qui se produit au 
sein des glomérules et est souvent réalisée par l’expansion mésangiale et l’épaississement de 
la membrane basale glomérulaire. Cependant, le tubule proximal, qui représente plus de 90% 
de la masse du cortex du rein représente le plus grand changement dans l’évolution du diabète 
(Dorup et coll., 1992; Seyer-Hansen et coll., 1980). Lorsque le tubule croît, plus de filtrat 
glomérulaire (urinaire) est réabsorbé, ce qui augmente le TFG par l’intermédiaire d’une boucle 
de rétraction à partir des tubules. En conséquence de l’hyperfiltration dans un contexte de 
diabète, le rein filtre des quantités accrues de glucose, d’acides gras, de protéines et d’acides 
aminés, de facteurs de croissance et de cytokines qui sont libres de déclencher un certain 
nombre de voies pathologiques telles que les déséquilibres énergétiques, des anomalies 
d’oxydo-réduction, la fibrose, et l’inflammation. En fin de compte, le dépôt de matrice 
extracellulaire dans le composant tubulaire du rein (fibrose tubulo-interstitielle) est postulé 
comme le principal déterminant de la progression de la néphropathie dans le diabète.  
Les recommandations suivantes sont fondées sur les lignes directrices de pratique clinique 
pour la maladie rénale diabétique décrites par la Kidney Disease Outcomes Quality Initiative 
(KDOQI), mises à jour en 2012 (NKF, 2012). Le dépistage de l’albuminurie devrait 
commencer après une durée de 5 ans de diabète chez les patients atteints de DT1 et au moment 
du diagnostic chez les patients atteints de DT2. Le test de dépistage suggéré est un rapport 
albumine/créatinine urinaire avec une collection urinaire au petit matin. Si la micro-
albuminurie est présente, le test doit être confirmé pour sa persistance avec deux ou trois 
mesures positives répétées dans les 6 mois. La ND est probable chez les patients atteints de 
diabète, de micro-albuminurie persistante ou de protéinurie patente, une durée du diabète d’au 
moins 10 ans ou de rétinopathie diabétique et en l’absence d’autres facteurs cliniques ou des 
facteurs historiques suggérant des causes supplémentaires ou alternatives pour l’albuminurie 
anormale. Une biopsie rénale peut être nécessaire pour confirmer le diagnostic clinique si des 
caractéristiques atypiques sont présentes, incluant l’apparition de la néphropathie plus tôt que 
prévue, la présence d’un sédiment néphrotique, une perte plus rapide de la fonction rénale que 
prévue, ou la présence d’anomalies sérologiques (Satirapoj etAdler, 2014). La présence de la 
rétinopathie évaluée par un examen ophtalmologique de routine peut prédire la néphropathie. 
La rétinopathie correspond bien avec la néphropathie manifeste et le TFG <30–
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60 mL/min/1.73 m2 à la baisse. Cependant, cette association n’est pas aussi forte dans le 
diabète précoce et elle est moins prédictive en DT2 que dans le DT1. 
La maladie rénale chez les patients diabétiques a été caractérisée cliniquement par une 
augmentation des taux d’excrétion urinaire d’albumine et la diminution de la fonction rénale, 
avec des patients à risque progressant de la normo-albuminurie, à la micro-albuminurie, à la 
protéinurie patente et finalement à l’insuffisance rénale terminale (IRT). Cependant, avec le 
traitement, non seulement la progression peut-elle être ralentie, mais il y a aussi une certaine 
plasticité dans cet étapisme, et la régression d’un stade plus sévère à un stade moins sévère 
peut parfois être atteinte. Tel que mentionné, la normo-albuminurie progresse vers la micro-
albuminurie, la macro-albuminurie et finalement vers l’IRT. Une excrétion persistante 
d’albumine entre 30 mg/d et 300 mg/d est définie comme de la micro-albuminurie. La 
régression de la micro-albuminurie à la normo-albuminurie se produit spontanément dans une 
proportion substantielle de patients diabétiques (Perkins et coll., 2003). Néanmoins, les 
patients avec une micro-albuminurie persistante sont à haut risque de progression vers la 
néphropathie manifeste et le développement d’une maladie cardiovasculaire (Parving, 1998). 
Une albuminurie supérieure à 300 mg/d représente une néphropathie. Une fois qu’une 
protéinurie avérée se produit, il y a une perte concomitante de TFG dans le DT1 et le DT2. 
L’hypertension aggrave la perte de TFG. Historiquement, les études portant sur l’histoire 
naturelle de la ND ont démontré un taux implacable, souvent linéaire mais très variable de 
déclin du GFR allant de 2 mL/min/an à 20 mL/min/an (moyenne 12 mL/min/an) (Rossing, 
2006). Cependant, le taux de déclin peut être sensiblement moins élevé avec un contrôle serré 
de la PA et de la glycémie. Dans une étude récente, le taux de déclin de TFG variait de 
0 mL/min/an à 4 mL/min/an (Pergola et coll., 2011). Ainsi, de nombreux patients qui sont bien 
traités peuvent atteindre la fonction rénale stable pendant de longues périodes. 
Des thérapies actuellement utilisées pour traiter la maladie rénale diabétique ciblent 
grandement la PA systémique ou l’hypertension intra-glomérulaire. Appliquées le plus 
largement, ce sont des interventions qui modifient la RAS qui comprend les inhibiteurs de 
l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) et les antagonistes des récepteurs à 
l’angiotensine II (ANG II), qui sont considérés comme des traitements de première ligne pour 
la ND. En effet, cette stratégie est une composante importante de la plupart des lignes 
directrices nationales et internationales de traitement, ainsi que le contrôle glycémique strict. Il 
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est important de noter que la maladie rénale précoce est un facteur de risque majeur pour les 
maladies cardiovasculaires chez les personnes atteintes de diabète (Brenner et coll., 2001; 
Groop et coll., 2009; Lewis et coll., 1993; Turner R, 1998). Ceci suggère que davantage 
d’attention devrait être accordée au développement de la néphropathie dans les premiers stades 
de la maladie. Cependant, le rôle de l’interruption spécifique du système rénine–angiotensine–
aldostérone (RAAS) dans la prévention et la gestion du début de la ND reste controversée, 




Figure 8: Interactions entre les voies d’homéostase du glucose et les tissus susceptibles d’être 
atteints par les complications du diabète (adapté de (Forbes etCooper, 2013)).  
 42
1.4 La néphropathie diabétique et l’apoptose 
1.4.1 Les données actuelles 
Les dommages diabétiques aux organes contribuent à au moins 233 000 décès par année aux 
États-Unis seulement, dont la ND est la cause la plus fréquente (Engelgau et coll., 2004). Le 
DM est connu pour induire l’apoptose dans différents systèmes et organes (Adeghate, 2004; 
Kowluru, 2005) et contribue à la perte progressive de la fonction et de la masse rénales en ND. 
L’apoptose a notamment été détectée dans des cellules tubulaires épithéliales, endothéliales et 
interstitielles dans des biopsies rénales provenant de patients atteints de ND (Kumar et coll., 
2004; Susztak et coll., 2005). 
 
1.4.2  Le diabète induit l’apoptose dans le tissu rénal 
Le diabète est la principale cause d’IRT dans la plupart des pays développés. Bien que les 
lésions vasculaires et glomérulaires aient été considérées comme les principales 
caractéristiques des maladies rénales diabétiques, l’atrophie tubulaire joue également un rôle 
très important dans la maladie. Le diabète induit des signes précoces de la dysfonction 
tubulaire (Ginevri et coll., 1993). En plus, les reins diabétiques sont particulièrement sujets à 
une nécrose tubulaire aiguë dans des situations cliniques diverses, telles que la chirurgie post-
cardiaque. L’hyperglycémie, par elle-même, est un facteur de risque indépendant de la nécrose 
tubulaire aiguë dans ces conditions (Mangano et coll., 1998). L’hyperglycémie déclenche la 
production de radicaux libres et augmente le stress oxydant dans les cellules tubulaires (Allen 
et coll., 2003; Verzola et coll., 2002). Les DRO sont considérés comme étant d’importants 
médiateurs de plusieurs réponses biologiques, y compris la prolifération, le dépôt de matrice 
extracellulaire et l’apoptose (Martindale etHolbrook, 2002). L’apoptose est une forme de mort 
cellulaire programmée caractérisée par le rétrécissement cellulaire, la condensation de la 
chromatine et la fragmentation de l’acide désoxyribonucléique (ADN), qui peut être induite 
par différents stimuli (Cohen et coll., 1992). Une concentration élevée en glucose favorise 
l’apoptose dans une variété de types cellulaires, y compris les cellules épithéliales tubulaires 
proximales (Allen et coll., 2003; Verzola et coll., 2004). Le mécanisme par lequel 
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l’hyperglycémie conduit à l’apoptose n’a pas été complètement élucidé. 
 
1.4.3 Un taux élevé de glucose induit l’apoptose dans les cellules rénales in 
vitro 
1.4.3.1 Voie de signalisation de la phosphatidylinostiol 3 kinase (PI3K)/AKT 
Une concentration de glucose élevée de 30 mmol/L durant 18-48 heures a démontré qu’elle 
induit des changements apoptotiques dans les cellules du rein humain 2 (HK2) par une 
augmentation du stress oxydatif (Verzola et coll., 2004). Une exposition prolongée (1-13j) des 
cellules épithéliales tubulaires proximales à l’environnement hyperglycémique a montré 
l’inhibition de la prolifération cellulaire et l’induction d’un arrêt de croissance ou de 
l’apoptose cellulaire (Han et coll., 2003; Park et coll., 2001; Verzola et coll., 2004; Yet et coll., 
1994). Ces effets cellulaires sont provoqués par l’activation d’un réseau de voies de 
signalisation intracellulaires et comprennent des voies de signalisation PI3 kinase/AKT 
(Simone et coll., 2008). L’activation de PI3K et la phosphorylation de la sérine/thréonine 
kinase AKT/protéine kinase B (PKB) par l’insuline dans les cellules de rein embryonnaire 
humain 293 (HEK-293) et dans des cellules HeLa conduisent à l’inactivation de tubérine en 
phosphorylant les Ser939, Ser1086/1088 et Thr1422 (Dan et coll., 2002; Inoki et coll., 2002). 
De plus, la phosphorylation de la Ser939 et de la Thr1422 de la tubérine, en réponse au facteur 
de croissance dérivé de plaquettes (PDGF) et de la stimulation de l’insuline d’une manière 
dépendante de PI3K, a été rapportée chez les cellules NIH-3T3 et les HEK-293 transfectés 
avec du flag-tubérine (Manning et coll., 2002). De plus, un taux élevé de glucose induit la 
phosphorylation de la tubérine dans les cellules rénales (Simone et coll., 2008). 
 
1.4.3.2 La voie de signalisation de la cible mammifère de rapamycine (mTOR) 
La tubérine, qui est le produit du gène suppresseur de tumeurs, TSC-2 (Habib et coll., 2008), 
existe normalement dans un état actif physiquement lié à l’hamartine, le produit du gène TSC-
1 pour former un complexe stable (Plank et coll., 1998). Ces deux protéines fonctionnent dans 
la même voie de signalisation de mTOR. mTOR est une kinase de sérine/thréonine impliquée 
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dans de nombreux processus cellulaires liés au contrôle de la croissance cellulaire, comme la 
progression du cycle cellulaire, le contrôle de transcription et de traduction de même que 
l’absorption de nutriments (Jozwiak et coll., 2006). La perte de fonction TSC-2, soit par 
carence de TSC-2 ou de TSC-1, conduit à l’activation constitutive de mTOR et des voies de 
signalisation en aval en raison de l’augmentation des niveaux de Guanosine-5'-triphosphate 
(GTP) lié à l’homologue de Ras (Rheb) enrichis dans le cerveau (Garami et coll., 2003; 
Saucedo et coll., 2003; Tee et coll., 2003; Zhang et coll., 2003). Par conséquent, la tubérine, 
grâce à l’activité de sa protéine activante (GAP) Rheb-GTPase, est un régulateur négatif 
critique de mTOR dans des conditions physiologiques (Freilinger et coll., 2006; Ozcan et coll., 
2008). mTOR phosphoryle la p70S6K (p70 protéine ribosomique S6 kinase) sur le résidu 
Thr389, qui est en corrélation avec l’activation de p70S6kinase (Dufner etThomas, 1999; 
Freilinger et coll., 2006; Ozcan et coll., 2008), tandis que la surexpression de TSC-2 supprime 
la phosphorylation et l’activation de p70S6K sur le résidu Thr389 (Dan et coll., 2002; Inoki et 
coll., 2002; Manning et coll., 2002). De plus, plusieurs études ont montré que la voie 
Akt/mTOR est activée dans le diabète et cette activation est dépendante du statut redox dans 
différents types cellulaires, y compris les cellules rénales (Borner, 2003; Calastretti et coll., 
2001; Simone et coll., 2008; Ushio-Fukai et coll., 1999). 
 
1.4.3.3 La famille des B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) 
Des rapports antérieurs ont montré que la sérine/thréonine kinase mTOR serait impliquée dans 
la phosphorylation/inactivation de Bcl-2 dans des microtubules traités avec des agents 
apoptotiques (Cory etAdams, 2002). Bcl-2 joue un rôle central dans le suivi des programmes 
génétiques de l’organisme (Danial etKorsmeyer, 2004; Ling et coll., 1998). Les protéines de la 
famille Bcl2 constituent un ensemble de régulateurs positifs et négatifs de l’apoptose. Bcl-2 et 
son proche homologue Bcl-XL sont des protéines anti-apoptotiques, tandis que d’autres 
membres de la famille Bcl-2, tels que le promoteur de mort associé à Bcl-2 (BAD) ou la 
protéine X associée à Bcl-2 (BAX) sont pro-apoptotiques (Dimmeler et coll., 1999). On a 
remarqué que Bcl-2 peut empêcher la libération de cytochrome C des mitochondries et par 
conséquent l’activation de la caspase 9, une caspase initiatrice. On a remarqué que plusieurs 
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kinases telles que JNK, p38 et cdc2/cycline B kinase phosphorylent/désactivent Bcl-2 en tant 
que processus physiologique lors de la progression du cycle cellulaire normal ou comme un 
mécanisme de défense après l’activation par divers stimuli et de stress (Asnaghi et coll., 2004). 
La phosphorylation/inactivation de la protéine Bcl-2 désactive l’effet anti-apoptotique, ce qui 
déclenche la libération du cytochrome C des mitochondries conduisant à l’activation des 
caspases en aval (Du et coll., 2003; Garcia Soriano et coll., 2001; Jeong et coll., 2005). 
 
1.4.3.4 Facteur de modification de bcl-2 (Bmf) 
Dans certaines études récentes, les chercheurs ont décortiqué l’association entre Bmf (un 
produit pro-apoptotique codé par le gène Bmf) et la ND. En premier lieu, un taux élevé de 
glucose induit la production de DRO tout comme il transforme le facteur de croissance-β 
(TGF-β1) in vitro (Lau et coll., 2012). TGF-β1 stimulerait alors l’expression de l’acide 
ribonucléique messager (ARNm) du Bmf (Lau et coll., 2012). DRO pourrait induire la 
phosphorylation de Bmf via la kinase terminale c-Jun NH2 (Lei etDavis, 2003) ou d’autres 
voies de signalisation. Le Bmf phosphorylé transloquerait alors du cytosquelette pour lier les 
protéines anti-apoptotiques (p.ex., Bcl-2 et Bcl-xL), qui sont situées sur les mitochondries et 
pour permettre ainsi une meilleure liaison Bax à la mitochondrie (Lau et coll., 2012). Ceci se 
traduirait par l’effondrement du potentiel transmembranaire mitochondrial et donc l’activation 
de la voie intrinsèque de l’apoptose dans les cellules tubulaires proximales rénales  (RPTCs) 
(Lau et coll., 2012). 
Cette découverte a des implications cliniques pour les patients atteints de DMT2 parce que 
l’apoptose tubulaire est l’un des changements morphologiques caractéristiques dans les reins 
diabétiques humains (Hsieh et coll., 2002; Kumar et coll., 2004; Susztak et coll., 2005). De 
plus, l’atrophie tubulaire semble être un meilleur indicateur de la progression de la maladie 
que la pathologie glomérulaire (Drummond etMauer, 2002; Gilbert etCooper, 1999; 
Marcussen, 2000). Dans ces conditions, les études suggèrent que l’apoptose RPTC peut être 
un mécanisme initial pour l’atrophie tubulaire dans le DT2. Les données pointent vers Bmf 
comme l’un des médiateurs de ce processus. Toutefois, nous ignorons si une expression accrue 
de Bmf induit directement ou indirectement l’apoptose RPTC dans le DT2 humain.  
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L’étude de Lau et coll. suggère un rôle important pour Bmf dans la médiation de l’apoptose 
RPTC dans le rein de souris diabétiques in vivo, et, probablement, dans les reins humains 
diabétiques (Lau et coll., 2012). Leurs observations soulèvent la possibilité que le ciblage 
sélectif de cette protéine pro-apoptotique peut constituer une nouvelle approche pour prévenir 
ou inverser les manifestations pathologiques de la ND, en particulier l'atrophie tubulaire.  
 
1.4.3.5 Poly (Adénosine diphosphate (ADP)-Ribose) Polymerase (PARP) 
Une autre protéine importante impliquée dans l’apoptose est une polymérase poly (ADP-
ribose) (PARP), une enzyme de réparation d’ADN qui est clivée par les caspases en aval. 
L'activation de la PARP joue un rôle essentiel dans le diabète induit par la streptozotocine 
chez des souris mâles adultes BALB/c (Brownlee, 2005). PARP catalyse la poly (ADP-
ribosylation) d'une variété de protéines nucléaires avec le nicotinamide adénine dinucléotide 
(NAD). Parce qu’il est activé par la liaison à des bouts d’ADN ou des cassures de brins, une 
caractéristique importante de la cellule apoptotique, il a été suggéré que la PARP contribue à 
l’apoptose en appauvrissant la cellule en NAD et ATP, même si ce dernier est nécessaire au 
processus apoptotique. La PARP est clivée en fragments de 24- et 89-kDa, qui contiennent le 
site actif et le domaine de liaison de l’enzyme à l’ADN, respectivement, au cours de l'apoptose 
induite par médicament dans une variété de cellules (Boulares et coll., 1999). Un tel clivage 
désactive essentiellement l'enzyme en détruisant sa capacité à répondre aux cassures de 
brin/fragmentation de l'ADN. 
 
1.4.3.6 La Caspase 3 
Les protéases jouent un rôle crucial dans l’initiation et l’exécution de l’apoptose. Les caspases, 
une famille de protéases dépendantes de cystéine, dirigées par l’aspartate, sont au premier rang 
des molécules associées à l’apoptose. L’activation des caspases clive une variété de 
polypeptides intracellulaires, y compris les principaux éléments de structure du cytoplasme et 
le noyau, les composantes de la machinerie de réparation de l’ADN et un certain nombre de 
protéines kinases.  
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La caspase 3, un membre de la famille des caspases, joue un rôle central dans l'exécution du 
programme apoptotique. L’activation de la caspase 3 par l’intermédiaire du stress oxydatif  a 
été démontrée comme étant un médiateur principal de l’apoptose tubulaire proximale induite 
par l’hyperglycémie (Allen et coll., 2003). La caspase 3 est principalement responsable du 
clivage de la PARP lors de la mort cellulaire. Des données récemment publiées montrent 
qu’un taux élevé de glucose et l’hyperglycémie induisaient l’apoptose cellulaire 
principalement dans les cellules tubulaires proximales par la régulation Bcl2/caspase/voie de 
PARP (Brezniceanu et coll., 2010; Chao et coll., 2010; Covington etSchnellmann, 2012; Lau 
et coll., 2012). La séquence à laquelle la caspase 3 clive PARP est très bien conservée dans la 
protéine PARP d’espèces très éloignées, ce qui indique l’importance potentielle du clivage de 
PARP dans l’apoptose. Une étude récente a montré le rôle important de la voie 
tubérine/mTOR dans la régulation de l’apoptose (Velagapudi et coll., 2011).  
 
1.4.4 Derniers progrès 
Une étude récente montre que l’induction du diabète a augmenté la phosphorylation de 
tubérine en liaison avec l’activation de mTOR (mesurée par la phosphorylation de p70S6K), 
l’inactivation de la protéine Bcl-2, l’augmentation de l’expression cytosolique du cytochrome 
c, l'activation de la caspase 3, et le clivage de PARP (Velagapudi et coll., 2011). Le traitement 
à l’insuline empêchait ces changements. De plus, l’exposition des cellules épithéliales 
tubulaires proximales à une haute teneur en glucose a augmenté la phosphorylation de tubérine 
et de p70S6K, la phosphorylation de la protéine Bcl-2, l’expression du cytochrome c 
cytosolique et l’activité de caspase 3. Par ailleurs, un haut taux de glucose induisait la 
translocation du substrat de caspase Yin Yang 1 (YY1) à partir du cytoplasme vers le noyau et 
le clivage amélioré de la PARP. Les cellules traitées avec de la rapamycine, l’inhibiteur de 
mTOR, menaient à réduire le nombre de cellules apoptotiques induites par une haute teneur en 
glucose (Velagapudi et coll., 2011).  
Cette cascade de signalisation peut jouer un rôle important dans l’apoptose induite par 
l’hyperglycémie lors de la ND.  
En résumé, l’apoptose tubulaire est l'un des changements morphologiques caractéristiques 
dans les reins diabétiques humains et l’atrophie tubulaire semble être un meilleur indicateur de 
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la progression de la maladie que la pathologie glomérulaire. Le mécanisme par lequel 
l’hyperglycémie règle l'apoptose dans les cellules tubulaires rénales nécessite une étude plus 
approfondie pour fournir une gestion optimale des complications diabétiques. 
 
1.5 Objectif de cette étude 
Tel que mentionné plus haut et discuté plus en détail dans les chapitres suivants, les 
populations autochtones à travers le monde souffrent d’une manière disproportionnée du 
diabète et des complications qui en découlent. Une des raisons avancées est que la médecine 
moderne ne soit pas bien adaptée à la culture autochtone. Ainsi les autochtones peuvent ne pas 
suivre adéquatement leurs prescriptions médicamenteuses lorsqu’il survient des effets 
secondaires ou lorsqu’ils se sentent mieux, ce qui est conforme aux préceptes de leur 
médecine traditionnelle. Dans une tentative de trouver des traitements complémentaires et 
alternatives, culturellement pertinentes, notre équipe a donc testé le potentiel antidiabétique de 
plantes sélectionnées, utilisées comme remèdes traditionnels pour plusieurs symptômes du 
diabète dans les communautés des Cris de la Baie James orientale (Haddad et coll., 2012). Des 
études antérieures ont porté sur 17 extraits de plantes prometteuses identifiées au moyen 
d'enquêtes ethnobotaniques (Fraser et coll., 2007; Leduc et coll., 2006). Ces plantes ont été 
testées en utilisant une plate-forme complète de tests biologiques et des modèles animaux de 
l’obésité et du diabète dans le but d’identifier la capacité des plantes pour améliorer le contrôle 
glycémique (Fraser et coll., 2007; Haddad et coll., 2012; Harbilas et coll., 2009; Nachar et 
coll., 2013; Spoor et coll., 2006). Tel que mentionné précédemment, les diabétiques Cris 
souffrent de manière disproportionnée des complications du DT2, notamment de la ND. Par 
conséquent, les communautés Cris nous ont demandé de vérifier le potentiel de leurs plantes 




     
Ethnobotanical 
Species Common name Cree name Family Plant part Source Ranking 
Sorbus decora (Sarg.) C.K. 
Schneid. 
Showy mountain 
ash Maskumanaatikw Rosaceae Inner bark M, W 7 
Vaccinium vitis-idaea L. Mountain cranberry Wiishichimanaanh Ericaceae Berries M, W 12 
Sarracenia purpurea L. Pitcher plant Ayikataas Sarraceniaceae Whole plant M 13 
Populus balsamifera L. Balsam poplar Mash-mitush Salicaceae Inner bark M 16 
Rhododendron groenlandicum 




M, W 2 
Rhododendron tomentosum 
(Stokes) Harmaja subsp. 







Ericaceae Leaves W 1 
Salix planifolia Pursh  Tealeaf willow Piyeuwaatikw Salicaceae Inner Bark M, W 10 
Abies balsamea (L.) Mill.  Balsam fir 
 
Inaast Pinaceae Inner bark M 8 




Pinaceae Cones M, W 5 
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Pinus banksiana Lamb. Jack pine  Uschisk Pinaceae Cones M, W 14 
Alnus incana subsp. rugosa 





Atuuspiih Betulaceae Inner bark M 11 
Larix laricina Du Roi (K. 
Koch) Tamarack Waatinaakan Pinaceae Inner bark M, W 3 
Juniperus communis L. Ground Juniper Kaakaachuminatuk  Cupressaceae Berries W 4 







Gaultheria hispidula (L.) 
Muhl. 
Creeping 
snowberry Piyeumanaan Ericaceae Leaves
a M 17 
Lycopodium clavatum L. Common clubmoss Pastinaakwaakin Lycopodiaceae Whole plant M 15 








Remarque: M, Mistissini; W, Whapmagoostui. Le classement ethnobotanique combiné des 17 
espèces est basé sur les valeurs d'importance syndromiques, calculée selon Leduc et coll., 
2006. 
Les abaies ne sont pas disponibles. 
 
Table 3: Liste des espèces de plantes médicinales CEI utilisées dans le traitement des 
symptômes du diabète. (adaptation de (Harbilas et coll., 2009)) 
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Dans le premier chapitre de la thèse, nous explorons donc le potentiel protecteur rénal du thé 
du Labrador dans un modèle de souris soumises à une DG pour induire l’obésité, la RI et un 
état diabétique léger. Les effets de la DG sur l’intégrité rénale ont été évalués en présence ou 
en l’absence de la plante. Nous rapportons que le traitement avec R. groenlandicum tend à 
améliorer la micro-albuminurie et réduit de façon significative la fibrose rénale, la stéatose 
rénale et l’expression de Bmf. 
Dans l’étude qui suit, nous avons cherché à déterminer l’activité des mêmes 17 extraits de 
plantes pour assurer une protection rénale et, par conséquent, leur potentiel pour atténuer la 
néphropathie diabétique. Pour ce faire, nous avons développé un test biologique basé sur des 
cellules de la célèbre lignée MDCK,  une cellule du rein d’origine tubulaire distale que nous 
avons mise à l’épreuve avec un milieu hypertonique (Erkan et coll., 2005; Hizoh etHaller, 
2002; Horio et coll., 2001; Terada et coll., 2001; Yoshida et coll., 2002; Zhang et coll., 1995). 
Nous avons ensuite utilisé la cytométrie en flux et des réactifs de coloration pour l’apoptose 
(Annexine V - AnnV) et la nécrose (iodure de propidium - PI). Enfin, nous avons évalué le 
rôle de plusieurs caspases pour commencer à comprendre les mécanismes sous-jacents de 
l’activité de protection rénale de certaines espèces végétales. 
Selon la deuxième étude, A. balsamea se distingue comme l'une des plus puissantes plantes de 
protection rénale chez les Cris qui montrait des activités anti-apoptotiques importantes, en 
particulier au niveau des caspases 3 et 9. Puisque la A. balsamea est une espèce végétale qui se 
compose de milliers de composés, nous avons eu pour but, dans une troisième étude, 
d’identifier le/les principe/s actif/s le/s plus puissant/s. Dans le futur, nous aimerions analyser 
plus profondément les mécanismes impliqués en commençant par les caspases, ainsi que les 
facteur pro- ou anti-apoptotiques tels que Bmf, BAD, BAX, et ainsi de suite.  
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Abstract  
Content: Our team has identified Labrador tea [Rhododendron groenlandicum L. (Ericaceae)] 
as a potential antidiabetic plant from the traditional pharmacopeia of the Eastern James Bay 
Cree. In a previous in vivo study, the plant extract was tested in a high fat diet (HFD)-induced 
obese model using C57BL/6 mice and it improved glycemia, insulinemia and glucose 
tolerance.  
Objective: In the present study, we assessed the plant’s potential renoprotective effects. 
Materials and methods: R. groenlandicum were administered at 250 mg/kg/day to mice fed 
HFD for 8 weeks to induce obesity and mild diabetes. Histological (Periodic acid–Schiff 
(PAS), Masson and Oil Red O staining), immunohistochemical (IHC) and biochemical 
parameters were assessed to evaluate the renoprotective potential of R. groenlandicum 
treatment for an additional 8 weeks. 
Results: Microalbuminuria and renal fibrosis was developed in HFD-fed mice. Meanwhile, 
there was a tendency for R. groenlandicum to improve microalbuminuria, with the values of 
area under the curve (ACR) reducing from 0.69 to 0.53. Renal fibrosis value was originally 
4.85 arbitrary units (AU) in HFD-fed mice, dropped to 3.27 AU after receiving R. 
groenlandicum treatment. R. groenlandicum reduced renal steatosis by nearly one half 
whereas the expression of Bcl-2-modifying factor (Bmf) diminished from 13.96 AU to 9.43 
AU. 
Discussion and conclusions: Taken altogether, the results suggest that R. groenlandicum 
treatment can improve renal function impaired by HFD. 
 
Key words: Rhododendron groenlandicum, HFD, microalbuminuria, fibrosis, vacuoles, Bmf. 
 
1. Introduction 
Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases in which a person has high blood 
glucose.  Several symptoms are associated with diabetes, including hyperglycemia, polyuria, 
polydipsia, and hyperphagia (Coffman et coll., 2012). Diabetes is due to either 
the pancreas not producing enough insulin (Type 1 diabetes, T1D), or because cells of the 
body do not respond properly to the insulin that is produced (Type 2 diabetes, T2D) (Forbes et 
Cooper, 2013). 
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If untreated, diabetes can cause many complications, which can be attributed to two main 
categories: microvascular disease (damage to small blood vessels) and macrovascular 
disease (damage to larger arteries). Acute complications include diabetic ketoacidosis and 
nonketotic hyperosmolar coma, whereas serious long-term complications include heart 
disease, kidney failure and damage to the eyes. 
T2D is characterized by insulin resistance in major target organs such as liver, muscle, and 
adipose tissues; however decreased insulin secretion by the β pancreatic cells is also involved 
(Cheng et coll., 2009). So far, around 370 million people in the world have been suffering 
from diabetes, among which more than 9 million are Canadian. More importantly, the risk of 
suffering T2D diabetes in Aboriginal population is three to five times higher than the general 
Canadian population (Ekoe et coll., 1990; Nachar et coll., 2013). For instance, data from 2009 
indicated that the age-adjusted prevalence of T2D in the Cree populations of Eeyou Istchee 
(Eastern James Bay area of Quebec, Canada) was 29% on average (Ekoe et coll., 1990; 
Kuzmina et coll., 2010a). These communities also suffer from higher prevalence of diabetic 
complications, notably nephropathy. This is due, in part, to the cultural inappropriateness of 
modern drug treatments (Garriguet, 2008; Hanley et coll., 2005).  
In an attempt to find culturally relevant complementary and alternative treatments, our team 
has been testing the antidiabetic potential of selected plants used as traditional medication for 
several diabetic symptoms in these Cree communities (Haddad et coll., 2012). Previous 
studies have focused on 17 promising plant extracts identified through ethnobotanical surveys 
(Fraser et coll., 2007; Leduc et coll., 2006). These plants have been tested using a 
comprehensive platform of bioassays and animal models of obesity and diabetes in order to 
identify the plants’ capacity to improve glycemic control (Fraser et coll., 2007; Haddad et 
coll., 2012; Harbilas et coll., 2009; Nachar et coll., 2013; Spoor et coll., 2006). 
Rhododendron groenlandicum L. (Ericaceae), commonly known as Labrador tea, is one of the 
most promising antidiabetic plants used traditionally by the Eastern James Bay Cree (Eid et 
Haddad, 2014). In vitro, bioassays suggested that R. groenlandicum acts like metformin in 
skeletal muscle (Martineau et coll., 2010) and as thiazolidinedione drugs (also known as 
glitazones) in adipose tissue (Spoor et coll., 2006). In a recent in vivo study, the plant extract 
was beneficial in restoring glucose homeostatic mechanisms in mice fed with a high-fat diet 
(HFD) (Ouchfoun et coll., 2015). Notably, R. groenlandicum reduced blood glucose and 
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insulin while improving the response to an oral glucose tolerance test (OGTT). In the current 
study, the effects of the HFD on renal integrity were assessed in the presence or absence of the 
plant. We report that R. groenlandicum treatment tends to improve microalbuminuria and 
significantly reduces renal fibrosis, renal steatosis and Bcl-2-modifying factor (Bmf) staining. 
 
2. Materials and methods 
2.1 Plant materials 
 
The leaves of R. groenlandicum were harvested in 2006 in the Eeyou Istchii territory, QC, 
Canada, according to instructions of Cree Elders and healer. They were dried and kept in dry 
cool conditions until use. The botanical identity of this plant was confirmed by taxonomist Dr. 
A. Cuerrier and voucher specimens were deposited at the Marie-Victorin Herbarium of the 
Montreal Botanic Garden (Spoor et coll., 2006). The 80% ethanol extract was prepared 
according to previously published articles (Harbilas et coll., 2009; Spoor et coll., 2006). The 
yield was 31%, total phenolics amounted to 188 mg/g dry weight and major compounds 
identified included chlorogenic acid, cathechins, procyanidins and quercetin glycosides 
(Harbilas et al., 2009). 
 
2.2 Animals 
Male non-diabetic C57BL/6 mice on a pure genetic background were obtained from Charles 
River Laboratories (Saint-Constant, QC, Canada).  All mice were housed individually in cages 
with hardwood chip bedding and maintained on a 12 h light/dark cycle in a temperature 
controlled animal room (22°C). All animals were allowed ad libitum access to solid food and 
water. The animal experimentation ethics committee of the University of Montreal approved 
all experimental protocols that were carried out in full respect of the guidelines from the 
Canadian Council for the Protection of Animals.  
 
2.3 Evaluation of antidiabetic potential of R. groenlandicum 
Four-week-old C57BL/6 mice were randomly divided into three groups: mice fed with Charles 
River chow (Charles River rodent chow #5075) that served as non-obese control group (n = 
12); mice fed with HFD (Bio-Serv, #F3282) that served as obese control group (n = 10); mice 
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fed with HFD into which 250 mg/kg/day R. groenlandicum was incorporated for the last 8 
weeks of the 16-week HFD regimen that served as treatment group (n = 12) (Ouchfoun et 
coll., 2015). Fresh test diet was prepared every 2 days (frequency of food renewal for the 
animals) by incorporating R. groenlandicum powder into the HFD and the preparation kept in 
the fridge (4°C) to ensure stability. Baseline measurements of fed blood glucose levels; body 
weight, food intake, and water consumption were taken every 2 days at 11 am. The non-fasting 
blood glucose concentration was measured using an Accu-Chek glucose meter (Roche, 
Montreal, QC, Canada) by collecting blood from the tip of the tail vein. At the eighth and 
fifteenth week of experiments, an OGTT was performed. Briefly, mice were fasted for 5.5 h 
and then given 2 g/kg glucose by gavage through a gastric tube. Tail vein glucose readings 
were taken at 0, 15, 30, 60, and 120 min after glucose administration. After the sixteenth week, 
the mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of 50 mg/kg pentobarbital, killed 
by exsanguination, and samples such as the liver, muscle (right femoral muscle), kidney, 
epididymal fat pad, abdominal fat pad, and dorsal fat pad were immediately removed and 
weighed (Harbilas et coll., 2013; Vuong et coll., 2009). Urine was also collected. All samples 
were stored at -80°C. 
 
2.4 Biochemical assays 
At the end of experiments, blood samples were collected from renal artery during 
exsanguinations carried out under anesthesia using heparinized tools. The samples were 
centrifuged at 3000g for 10 min at 4°C. The plasma samples were used for the analyses of 
biochemical parameters of glucose homeostasis.  
 
2.5 Physiological studies 
Urine and kidneys were immediately weighted and stored at -80°C. Urine was assayed for 
albumin and creatinine (ELISA; Albuwell and Creatinine Companion; Exocell, Philadelphia, 
PA) (Brezniceanu et coll., 2008; Godin et coll., 2010; Liu et coll., 2008; Liu et coll., 2009; 
Sachetelli et coll., 2006). The kidneys were removed, decapsulated, and weighed. The kidneys 




Kidneys collected in Tissue-Tek cassettes (VWR Canlab, Montreal, Quebec, Canada), were 
dipped immediately in ice-cold 4% paraformaldehyde, fixed for 24h at 4°C, and then 
processed by the Centre Hospitalier de l’Universite de Montreal Pathology Department. Tissue 
samples counterstained with periodic acid Schiff (PAS) or Masson’s Trichrome staining 
(Brezniceanu et coll., 2008; Godin et coll., 2010; Liu et coll., 2008; Liu et coll., 2009; 
Sachetelli et coll., 2006) were examined visually under a light microscope by an observer 
unaware of the treatments. The collected images were analyzed and quantified using NIH 
ImageJ software. 
 
2.7 Oil Red O stain 
Kidneys collected in Tissue-Tek cassettes (VWR Canlab, Montreal, Quebec, Canada) pre-
embedded with Optimal Cutting Temperature compound (OCT) (Sakura Finetek, Torrance, 
CA), were cut into 8-μm sections using a cryostat microtome (model HM505N; Microm 
International, Walldorf, Germany) at −20°C. Sections were placed on gelatin-coated slides and 
air-dried overnight at 37°C, then stained by Oil Red O.  
 
2.8 Immunohistochemistry 
Immunohistochemical staining for Bmf was performed by standard avidin-biotin-peroxidase 
complex method (ABC Staining System, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) as previously 
described (Brezniceanu et coll., 2008; Godin et coll., 2010; Liu et coll., 2008). 
 
2.9 Statistical analysis 
Statistical significance between the experimental groups was analyzed by one-way ANOVA 
and the Bonferroni or Tukey test as appropriate. The data are expressed as means ± SEM. The 
P values < 0.05 were considered to be statistically significant. 
 
3. Results 
3.1 Diet-induced-obesity (DIO) and pre-diabetic model 
In order to create obesity and a pre-diabetic state, mice were fed with HFD for 16 weeks. As 
described in Table 1, HFD mice had a significantly greater body weight as compared to the 
chow fed group (49.1 ± 1.85 g vs 34.7 ± 1.41 g, respectively; p<0.001). Similarly, significant 
  59
increases in liver, WAT (retroperitoneal fat pad, p<0.001) and brown adipose tissue weights 
(p<0.001) were noticed. In parallel, average of both kidneys’ weight remained unchanged 
among the three experimental groups. These results confirmed those obtained in a previous 
study where increased baseline glycemia and insulin resistance were also observed (Ouchfoun 
et coll., 2015). Such phenomenon occurred without any change in food intake between the 
HFD and chow groups (data not illustrated).  
 
3.2 Effects of HFD on renal parameters in the presence or absence of R. groenlandicum 
3.2 1 Microalbuminuria 
Microalbuminuria (Urine albumin) occurs when there is an abnormally high permeability for 
albumin in the renal glomerulus (Parving et coll., 2015). Clinically, the albumin/creatinine 
ratio (ACR) is used to evaluate microalbuminuria and renal function (Bakker, 1999; Currie et 
coll., 2014; Tesar, 2008). Statistically significant increases in urinary ACR were detectable in 
mice fed HFD for 16 weeks as compared with chow-fed mice (HFD-fed mice: ACR = 0.69; 
chow fed mice = 0.23; P < 0.05, Figure 1), which revealed serious renal functional damage. In 
animals treated with R. groenlandicum, the ACR value at week 16 was reduced by 23% when 
compared to HFD controls, albeit not in a statistically significant manner (p = 0.70). However, 
this ACR was also statistically similar to that of chow controls (p=0.31). These results indicate 
that R. groenlandicum may possess the potential to prevent the progression of albuminuria in 
our experimental mice. 
 
3.2.2 Renal fibrosis 
Histological analysis was then carried out to further investigate the damage to renal tissue. We 
first applied Masson's trichrome stain to detect collagen deposits as a sign of fibrosis. 
Enhanced expression of collagenous components (stained with blue) was detected in the 
glomerulotubular area of renal tissues of HFD-fed mice compared with that in chow-fed mice 
(Figure 2a). This visual distinction was confirmed by quantification of Masson stain (HFD-fed 
mice 4.85 AU compared with 3.27 AU for chow-fed mice; p<0.001, Figure 2b). Meanwhile, 
results of quantification also indicated that fibrosis was normalized after R. groenlandicum 
treatment (N.S. versus chow group; p<0.05 versus HFD group; Figure 2B). This result clearly 
revealed that R. groenlandicum effectively prevented interstitial fibrosis. 
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3.2.2.1 Morphological abnormalities in PAS stain. 
Unlike chow controls, HFD fed mice exhibited renal structural damage (Fig. 3). Glomeruli and 
RPTs appeared to be hypertrophic in HFD fed mice compared with their chow fed controls 
(Fig. 3). R. groenlandicum treatment reversed the glomerular and RPT hypertrophy against 
HFD (Fig. 3). 
PAS staining also revealed the presence of abundant vacuoles in renal tissues of both HFD-fed 
mice and HFD plus R. groenlandicum treated mice (Figure 4a). In order to clarify the nature of 
those vacuoles, Oil Red O stain was applied and confirmed their lipid nature (not illustrated). 
Quantification of these vacuoles suggested that mice receiving R. groenlandicum treatment 
had significantly improved renal steatosis compared with HFD-fed mice (90.7 AU for HFD 
versus 46.3 AU for HFD plus R. groenlandicum treatment, p<0.01; Figure 4b). Steatosis was 
limited in the renal tissues of chow fed mice (Figure 4). 
 
3.2.3 Bmf expression in renal tissues. 
Immunohistochemistry was carried out using an antibody against Bmf, a known proapoptotic 
protein. Results clearly demonstrated elevated Bmf staining in renal tissues of HFD-fed mice 
when compared with chow-fed controls (Figure. 5a). In contrast, the difference in Bmf 
expression between chow-fed mice and R. groenlandicum-treated mice was not as important. 
Quantification confirmed this interpretation. Indeed, HFD induced significant Bmf expression 
as compared to chow-fed mice (p<0.001, Figure 5b). Applying R. groenlandicum treatment 
effectively inhibited HFD-induced increased Bmf expression (p<0.05 versus HFD-fed 
animals, N.S. versus chow controls; Figure 5b). This suggests that R. groenlandicum can 
reduce apoptotic stimuli occurring when mice are fed with HFD. 
 
4. Discussion 
As previously mentioned, R. groenlandicum is one of the most promising antidiabetic plants 
used traditionally by the Eastern James Bay Cree (Canada) with several actions observed in in 
vitro bioassays (Nachar et coll., 2013) as well as in vivo (Ouchfoun et coll., 2015). In the 
present studies, we sought to determine if R. groenlandicum could be beneficial against 
diabetic nephropathy (DN). As done previously (Harbilas et coll., 2012a; Harbilas et coll., 
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2012b, 2013), we used a diet-induced obesity model in mice to study the effect of R. 
groenlandicum in a mild diabetic state (Ouchfoun et coll., 2015). Such studies indeed 
demonstrated that those 16 weeks of HFD feeding result in a significantly elevated blood 
glucose level as compared to chow-fed controls (data not illustrated). Under these conditions, 
R. groenlandicum treatment significantly reduced baseline glycemia as well as the response to 
a glucose tolerance test (OGTT) (Ouchfoun et coll., 2015).  
Since elevated blood glucose is the main cause of pathologic manifestations of DN, we 
hypothesized that HFD-fed mice from this previous study were suffering from DN. A common 
feature of DN is microalbuminuria whereby the abnormal kidney leaks more serum albumin 
than normal in the urine (Parving et coll., 2015). We therefore initially examined urine 
albumin level and HFD-fed mice indeed showed clear signs of microalbuminuria. Aside from 
such glomerular dysfunction, tubular atrophy and tubulointerstitial fibrosis are associated with 
the gradual decline of renal function in the later stages of DN (Nangaku, 2004). Indeed, 
tubular atrophy and tubulointerstitial fibrosis were proven to be better predictors of late-stage 
renal disease progression over glomerular pathology (Beyenbach, 2004; Drummond et Mauer, 
2002; Gilbert et Cooper, 1999; Marcussen, 2000). Although mechanisms underlying tubular 
atrophy are incompletely elucidated, recent findings indicate that renal proximal tubule cell 
apoptosis may be an initial mechanism for tubular atrophy in T2DM (Lau et coll., 2012). Next, 
we thus used renal histology to assess kidney integrity. HFD-fed animals showed signs of 
hypertrophy of both glomerular and proximal tubular areas as assessed with the PAS stain. 
Collagen deposition, as assessed with the Masson stain, was significantly augmented in HFD 
animals, indicating signs of interstitial fibrosis. We also observed a large number of vacuoles 
that appeared to be lipidic in nature, suggesting the presence of steatosis. Finally, we used 
immunohistochemistry to quantify Bmf, a pro-apoptotic protein.  Indeed, Bmf has been clearly 
demonstrated to play an important role in mediating renal proximal tubule cell apoptosis in the 
diabetic mouse kidney in vivo (Brezniceanu et coll., 2008; Lau et coll., 2012). As seen in the 
db/db mice used in these previous studies, HFD fed animals also demonstrated a significant 
increase in Bmf expression. All these elements confirmed that HFD-fed animals exhibited 
signs of kidney damage, albeit not late-stage DN.  
We then wanted to determine if R. groenlandicum treatment could be beneficial in such 
conditions. The results of the present study clearly demonstrate that this is the case. At first, 
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treatment with the plant extract showed a tendency to return microalbuminuria toward values 
observed in the chow group, albeit not in a statistically significant manner. Similarly, the 
hypertrophy of both glomerular and proximal tubular areas observed in HFD-fed mice by PAS 
stain appeared to be improved by R. groenlandicum treatment. Hence, our results suggest that 
R. groenlandicum extract may have a beneficial impact on glomerular integrity, but the effect 
is modest. Further studies will be required to address this point.  
In contrast, fibrotic collagen deposition was significantly reduced by R. groenlandicum 
treatment in the face of continuous HFD feeding for 16 weeks. As mentioned above, with PAS 
staining at low magnification, we observed abundant vacuoles present in renal tissues of HFD-
fed mice. Applying Oil Red O stain of triglycerides, we confirmed that these vacuoles 
represented fat deposits. Quantification of these vacuoles in renal tissues of HFD-fed mice 
clearly demonstrated that R. groenlandicum treatment could reduce renal steatosis in a potent 
manner.  Such results are consistent with the results of our previous study where the blood 
lipid profile reflected the high fat intake. Indeed, LDL, HDL as well as total cholesterol were 
doubled in HFD-fed animals when compared to chow congeners. Although, R. groenlandicum 
treatment did not significantly modify these blood lipid parameters, it did potently reduce 
hepatic steatosis (Ouchfoun et coll., 2015). Our present results demonstrate that R. 
groenlandicum may also exert its protective role by significantly decreasing renal fibrosis and 
steatosis.  
Finally, we also tested Bmf expression in mice consuming Labrador tea extract. Treatment 
with R. groenlandicum succeeded in normalizing the expression of Bmf. It was shown that 
Bmf expression is a precursor of renal proximal tubule cell apoptosis and that this leads to 
renal dysfunction in diabetes (Lau et coll., 2012). On the other hand, the significant reduction 
in Bmf induced by Labrador tea treatment occurred in the face of apparently milder 
improvements in microalbumineria and glomerular integrity. It is thus possible that the 
duration of the plant treatment was not sufficiently long for the latter effects to be fully 
expressed. Nonetheless, these results imply that the plant may exert an anti-apoptotic effect, 
albeit further studies are required to confirm this interpretation. 
In summary, our study demonstrates that a prolonged intake of HFD, which is accompanied by 
disturbed glycemic control (notably increased insulin resistance), can lead to measurable 
kidney damage (Boini et coll., 2010; Lee et coll., 2012; Zhang et coll., 2012). Treatment with 
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R. groenlandicum, which improved insulin sensitivity in this diet-induced obesity model 
(Ouchfoun et coll., 2015), also improves parameters of kidney integrity. The underlying renal 
protective mechanisms of R. groenlandicum appear to implicate a milder improvement in 
microalbumineria and glomerular morphology, a significant reduction in renal fibrosis and 
steatosis and an important inhibition of Bmf expression. Our observations raise the possibility 
that Labrador tea may possess potential in reversing the pathologic manifestations of DN, 
particularly tubular atrophy and interstitial fibrosis. The present studies lend further credence 
to the fact that Labrador tea is a promising antidiabetic plant that should therefore be tested 
clinically in order to be used as a culturally relevant complementary and alternative treatment 
for Cree diabetics.  
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R. Groenlandicum (250 mg/kg) 
Body weight (g) 34.68 ± 1.41 49.09 ± 1.85*** 46.90 ± 1.85*** 
Liver weight (g) 3.63 ± 0.06 4.26 ± 0.09** 3.85 ± 0.02 
Retroperitoneal fat pad (g) 2.84 ± 0.05 3.93 ± 0.15*** 3.56 ± 0.17** 
Kidney Weight (g) 0.46 ± 0.01 0.47 ± 0.00 0.45 ± 0.01 
Epididymal fat pad (g) 3.38 ± 0.13 3.59 ± 0.11 3.43 ± 0.14 
Brown fat pad (g) 2.32 ± 0.02 2.64 ± 0.04*** 2.56 ± 0.07** 
 
Data were analyzed using one-way ANOVA. Values (means ± S.E.M, n = 10–12 for each 
group) were taken at the end of the treatment day. * Indicates a p-value < 0.05, ** indicates a 
p-value < 0.01 and *** indicates a p-value < 0.001 significantly different from chow group. # 





8. Figure legends 
Figure 1. Albumin/creatinine ratio (ACR) is elevated in HFD-fed mice at 16th week of study. 
Values are the mean ± SEM, n = 10–12 for each group. *P < 0.05. N.S., not significant.  
 
Figure 2. Fibrosis developed severely in HFD-fed mice. A: Masson's trichrome stain; B: 
Quantification of Masson stain. Values are the mean ± SEM, n = 10-12 for each group. 
**P<0.01, ***P < 0.001. N.S., not significant. 
 
Figure 3. Periodic Acid-Schiff (PAS) staining, in mouse kidneys at week 16.  Magnification is 
×600. 
 
Figure 4. PAS staining and quantification of vacuoles in mouse kidneys at week 16.   A: PAS 
stain. Magnification is ×200. B: Quantification of vacuoles. Values are expressed in arbitrary 
units (AU) as the mean ± SEM, n = 10-12 for each group. Significantly different from chow 
controls, **P<0.01, ***P < 0.001. N.S., not significant. 
 
Figure 5. Bmf expression is elevated in renal tissues of HFD-fed mice. A: Bmf IHC staining in 
kidney sections (original magnification ×200). B: Quantification of Bmf IHC staining. Values 
are expressed in AU as the mean ± SEM, n = 10–12 for each group. *P < 0.05; ***P < 0.001. 
N.S., not significant.  
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Abstract 
Ethnopharmacological relevance  
Our team has identified 17 Boreal forest species from the traditional pharmacopeia of the 
Eastern James Bay Cree that presented promising in vitro and in vivo biological activities in 
the context of type 2 diabetes (T2D). 
Aim of the study 
We now screened the 17 plants extracts for potential renal protective activity using Madin 
Darnby Canine Kidney (MDCK) cells challenged with hypertonic medium. Cytoprotective 
potential as well as underlying mechanisms were investigated.  
Materials and Methods 
MDCK cell damage was induced by hypertonic medium (700 mOsm/L) in the presence or 
absence of maximal nontoxic concentrations of each of the 17 plant extracts. After 18h 
treatment, cells were stained with Annexin V (AnnV) and Propidium iodide (PI) and subjected 
to flow cytometry to assess the cytoprotective (AnnV-/PI-) and anti-apoptotic (AnnV+/PI-) 
potential of the 17 plant extracts. We then selected a representative subset of species (most 
cytoprotective, moderately so or neutral) to measure the activity of caspases 3, 8 and 9. In all 
experiments, pan caspase inhibitor Z-VAD-FMK served as positive cytoprotective control.  
Results  
Gaultheria hispidula (G. hispidula) and Abies balsamea (A. balsamea) were the most 
powerful species to protect against hypertonic stress induced cell damage. They notably and 
significantly reduced AnnV+/PI- staining (early stage apoptosis) to 7.64% (G. hispidula) and 
5.15% (A. balsamea) as compared to 23.5% for hypertonic controls (P<0.001). In subsequent 
mechanistic studies, G. hispidula and A. balsamea treatment inhibited both the death receptor 
and mitochondrial apoptotic signaling pathways, with a predominant effect on caspase 9.  
Conclusion 
We conclude that several Cree antidiabetic plants exert renal protective activity that may be 
relevant in the context of diabetic nephropathy (DN) that affects a significant proportion of 
Cree diabetics. G. hispidula and A. balsamea are amongst the most powerful plants in this 
context and they appear to exert their modulatory effect primarily by inhibiting caspase 9 in 








Diabetes mellitus (DM), first officially recorded in ancient Egypt, was initially considered as a 
rare condition in which patient urinated excessively and lost weight (Polonsky, 2012). 
Clinically, DM refers to a group of metabolic diseases in which there is a chronic 
hyperglycemic condition as a result of defects in insulin secretion, insulin action or both 
(Ozougwu et coll., 2013; Tan et Cheah, 1990). Due to compromised insulin secretion or 
sensitivity, postprandial metabolism is disturbed, resulting in less efficient uptake and 
utilization of glucose by the targeted tissues, further leading to elevated blood glucose level, 
more utilization of proteins and fats (Hall et Guyton, 2011).  
The prevalence of DM is rapidly increasing worldwide as a result of sedentary lifestyle, 
obesity, ageing, population outburst, smoking, high blood pressure, genetic predisposition, 
psychiatric disorder such as depression and so on (Wild et coll., 2004). DM is predicted to 
affect 366 million individuals by the year 2030 (Amos et coll., 1997; King et coll., 1998; King 
et Rewers, 1993; Wild et coll., 2004). Aboriginal populations are notably and 
disproportionately affected due to genetically predisposition to calories conservation combined 
with rapid environmental changes (Ekoe et coll., 1990; Hegele et coll., 1999; Nachar et coll., 
2013; Neel, 1962; Young et coll., 2000). For instance, the age-adjusted prevalence of T2D in 
the Cree populations of Eeyou Istchee (CEI - Eastern James Bay area of Quebec, Canada) 
averaged 29% in 2009 (Kuzmina et coll., 2010b; Nachar et coll., 2013). Cree communities 
also suffer from higher prevalence of diabetic complications, notably nephropathy. This is due 
at least in part to the cultural inappropriateness of modern drug treatments (Garriguet, 2008; 
Hanley et coll., 2005). 
In western countries, end-stage renal disease (ESRD) is mainly caused by DN (Ritz et Orth, 
1999). Development of proteinuria, considered as the key feature of DN, is related to the 
decline of glomerular filtration rate (GFR), eventually leading to a progressive loss of renal 
function (Fineberg et coll., 2013). Hypertension and poor glycaemic control are usually 
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associated with DN (Adler et coll., 2000; Stratton et coll., 2000). Finally, it is well established 
that renal tubular cell apoptosis contributes to the development of DN, leading to gradual loss 
of renal mass (Habib, 2013; Kumar et coll., 2004; Sanchez-Nino et coll., 2010).  
The Canadian Institutes Health Research Team in Aboriginal Antidiabetic Medicines (CIHR-
TAAM) was instated in 2003 in an effort to find culturally relevant complementary and 
alternative approaches to T2D prevention and management for Canadian Aboriginal diabetics. 
Seventeen plant species stemming from the James Bay Cree traditional pharmacopeia were 
identified through ethnobotanical surveys and tested using a comprehensive platform of 
bioassays and animal models of obesity and diabetes to identify the plants’ capacity to 
improve glycemic control (Fraser et coll., 2007; Haddad et coll., 2012; Harbilas et coll., 2009; 
Nachar et coll., 2013; Spoor et coll., 2006).  
In current study, we sought to determine the activity of the same 17 plant extracts to afford 
renal protection and, hence, their potential to mitigate DN. To achieve this, we developed a 
bioassay based on well-known Madin-Darnby Canine Kidney (MDCK) cells, a kidney cell of 
distal tubule origin, that we stressed with hypertonic medium (Erkan et coll., 2005; Hizoh et 
Haller, 2002; Horio et coll., 2001; Terada et coll., 2001; Yoshida et coll., 2002; Zhang et coll., 
1995). We then used flow cytometry and staining reagents for apoptosis (Annexin V – AnnV) 
and necrosis (propidium iodide – PI). Finally, we assessed the role of several caspases to begin 
understanding mechanisms underlying the renal protective activity of certain plant species. 
 
Materials and methods 
2.1 Cell culture 
MDCK cells were generously provided by Dr. Josette Noël (Département de physiologie 
moléculaire et integrative, Faculté de medicine, Université de Montréal) and grown in Eagle's 
Minimum Essential Medium (EMEM) supplemented with 10% fatal bovine serum (FBS) and 
0.5% antibiotics (PS: Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 μg/mL) and equilibrated with 
5% CO2 95% air at 37°C. Upon reaching subconfluence, cells were gently detached using 
0.25% trypsin.  
 
2.2 Plant extract preparation 
The 17 Cree medicinal plant species that are the object of the current study and their 
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respective maximal nontoxic concentrations (see below) used in MDCK cell line are listed in 
Table 1. Each species of the 17 plant samples were collected in two major areas of CEI 
territory and prepared according to previously published methods (Harbilas et coll., 2009; 
Spoor et coll., 2006). Authorization for plant sample collection was obtained and managed by 
a comprehensive research agreement convened between the three Canadian universities 
involved (Université de Montréal, McGill University, University of Ottawa), the participating 
Cree First Nations and the Cree Board of Health and Social Services of James Bay (Shang et 
coll., 2015). Dr. Alain Cuerrier, a seasoned taxonomist, ascertained the botanical identity of 
the plant species and voucher specimens have been deposited at the herbarium of the Montreal 
Botanical Garden (Nachar et coll., 2013). The collected plant samples were extracted with 80% 
aqueous ethanol as previously described (Harbilas et coll., 2009; Spoor et coll., 2006).  
Stock solutions of each of the 17 plant extracts were prepared in DMSO with concentrations 
ranging from 5-200 mg/mL. They were diluted in culture medium to the working 
concentrations shown in Table 1 (the final concentration of DMSO was 0.1% for all the 
treatments). 
 
2.3 Determination of maximal nontoxic plant extract concentrations 
Before screening the plants, maximal nontoxic concentrations were determined by cytotoxicity 
test that reflects the level of lactate dehydrogenase (LDH) release (LDH Colorimetric kit; 
Roche, Mannheim, Germany). Cells were seeded at the density of 1.5 × 105/well on 6-well 
plates. Medium was refreshed without FBS around 20 hours later when 70% confluence was 
reached, followed by the addition of each of 17 plant extracts with a series of concentration, 
respectively. After 18 hours’ incubation, medium (contains released LDH) was collected on ice 
then the adherent cells (contains cellular LDH) were lysed by EMEM containing 1% Triton X-
100 for 10 minutes at 37°C, 5% CO2. Subsequently, all samples were transferred to Eppendorf 
tubes followed by centrifugation at 250 × g, 4 °C, 10 minutes. LDH in both medium and lysate 
buffer were quantified by a coupled enzymatic reaction in which a red formazan product was 
generated, the absorbance of which was measured at 490nm. To calculate % cytotoxicity for 




Total	LDH	(	Released	LDH + Cellular	LDH)	× 	100% 
 
Results were analyzed and used to determine the optimal nontoxic concentration for each 
extract. Each experiment was repeated three times. 
 
2.4 Hypertonic stress protocol  
To screen the 17 plant extracts, cells were seeded in 6-well plates at the density of 1.5 × 
105/well. Around 20h later, 70% subconfluence was reached. Cells were then switched to 
700mOsm/L hypertonic (made by addition of 200 mM sodium chloride to EMEM culture 
medium) or isotonic medium without FBS (Horio et coll., 2001), which contained or not each 
of the 17 plant extracts at their respective nontoxic maximum concentration. Z-VAD-FMK, a 
pan caspase inhibitor, was selected as cytoprotective positive control. 
 
2.5 Flow cytometric analysis of Annexin V/PI staining 
Apoptosis assays were performed according to manufacturer’s protocol by using the Annexin 
V Apoptosis Detection Kit FITC (eBioscience, San Diego, CA, USA). 5mL polystyrene tubes 
(eBioscience, San Diego, CA, USA) placed in a laminar flow hood were labeled and 
preloaded with 500μl FBS prior to assay. After 18 hours’ treatment, medium was transferred 
and collected in prepared polystyrene tubes; adherent cells were washed once with 1 mL PBS 
then harvested with 250μl 0.25% trypsin followed by another 1mL PBS wash; all polystyrene 
tubes were subjected to centrifugation at 250g, 4°C, 5 minutes. Subsequently, supernatant was 
discarded and cell pellets resuspended in 500μL of binding buffer. Cell suspensions were then 
mixed with 5 μL of Annexin V-FITC (AnnV) and 5 μL of propidium iodide (PI). After 
incubation at room temperature for 5 min in the dark, healthy and damaged cells were 
determined using a flow cytometer (Cytomics™ FC500, Becton-Dickinson). Positive staining 
was confirmed under fluorescence microscopy. Each experiment was repeated three times. As 
illustrated in the Results section below, PI+ Quadrants Q1 and Q2 respectively represent 
necrosis and late stage apoptosis/secondary necrosis; Q4 Quadrant represents viability (AnnV-
/PI-); Q3 Quadrant (AnnV+/PI-) represents early stage apoptosis. 
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2.6 Flow cytomety analysis of caspase 3, 8, 9 
As described in the Results section, we selected a subset of plant extracts to study potential 
underlying mechanisms of MDCK cell protection. Consequently, caspase 3, 8, 9 assays were 
performed according to manufacturer’s protocol by using the CaspGLOWTM Fluorescein 
Active Caspase Staining Kit (eBioscience, San Diego, CA, USA). Briefly, cells were treated as 
described above for Annexin V and propidium iodide staining before CaspGLOWTM 
Fluorescein Active Caspase staining was applied. After centrifugation at 250g, 4°C, 5 minutes, 
300μL EMEM containing 1μL CaspGLOWTM Fluorescein Active Caspase was added to each 
tube, then transferred in a 37°C incubator with 5% CO2 for 45 minutes. Subsequently, cells 
were washed with washing buffer and centrifuged at 500g for 5 minutes, room temperature 
(this step being repeated once). Finally, all tubes were subjected to flow cytometry for analysis 
of respective caspase staining. This assay utilizes inhibitors specific for cleaved caspase-3, -8 
and -9, respectively. They are directly conjugated to FITC (fluorescein isothiocyanate) for the 
detection system. These reagents are cell permeable, non-toxic and irreversibly bind to the 
cleaved caspase 3, 8, and 9, respectively. Detection of the labeled cells can be determined by 
flow cytometry. 
 
2.7 Statistical analysis 
Results are presented as mean ± SEM of 3 independent experiments with triplicate for each 
sample. Statistical comparisons between the experimental groups were analyzed by one-way 
ANOVA and the Bonferroni test as appropriate in software Prism 6 (GraphPad Software Inc., 
San Diego, CA, USA). A P value below 0.05 was considered statistically significant.  
 
Results 
3.1 Determination of maximal nontoxic plant extract concentrations 
MDCK cells were treated with 17 plant extracts at different concentrations, respectively. After 
an overnight incubation (18 hours), LDH release was measured. Maximal nontoxic 
concentrations were determined and results are listed in Table 1. At concentrations listed, all 
plant extracts exhibited LDH release values that did not exceed 5-10% beyond values obtained 
with DMSO alone.  
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3.2 In vitro screen of renal protective potential of 17 antidiabetic medicinal plant extracts 
and analysis by flow cytometry 
In order to identify the respective renal protective potential of the 17 plant extracts in vitro, 
Annexin V/PI double staining was performed. Examined by fluorescent based flow cytometry, 
700 mOsm/L hypertonic stress (Figure 1A, middle panel) induced substantial AnnV+/PI+ 
(necrosis and late stage apoptosis/secondary necrosis, Q1 and Q2 Quadrants) as well as 
AnnV+/PI- (early stage apoptosis, Q3 Quadrant) signals in MDCK cells compared to vehicle 
control (Figure 1A, left panel). We also used Z-VAD-FMK as a positive cytoprotective 
control. It is a commonly recognized pan caspase inhibitor, exerting its protective role by 
irreversibly binds to the catalytic site of caspase proteases (Van Noorden, 2001). Accordingly, 
Z-VAD-FMK efficiently protected MDCK cells from the deleterious effects of hypertonic 
stress (Figure 1A, right panel). In the presence of such 700 mOsm/L hypertonic stress (itself 
alone resulting in only 53.8% AnnV-/PI- staining - viable cells), all plant extracts, except S. 
planifolia and K. augustifolia, variably yet significantly improved cell viability as assessed by 
the change in AnnV-/PI- staining (Figure 1B). Among the 17 plant extracts, G. hispidula, S. 
planifolia and A. balsamea were most active, respectively increasing AnnV-/PI- staining by 
33.53%, 27.67% and 26.63% relative to hypertonic stress alone (P<0.0001, Figure 1B). In 
addition, the difference in AnnV-/PI- staining observed in the G. hispidula group was 
statistically similar to that seen in the negative control (no hypertonic stress) vehicle group 
(change of 39.83% AnnV-/PI- staining relative to hypertonic stress, P<0.0001, Figure 1B) and 
in the Z-VAD-FMK group (change of 36.47% AnnV-/PI- staining relative to hypertonic stress, 
P<0.0001, Figure 1B). On the other hand, K. augustifolia was the only plant extract to worsen 
cell viability under hypertonic stress; in fact, it further reduced AnnV-/PI- staining (-12.87% 
relative to hypertonic stress, p<0.001, Figure 1B).  
Statistical analysis from Q3 Quadrant (AnnV+/PI-) indicated that hypertonic stress caused 
considerable increase of early stage apoptosis (23.5%) compared to vehicle control (0.28%, 
P<0.0001). A. balsamea, G. hispidula and L. laricina were the most powerful plants protecting 
against early stage apoptosis, respectively reducing AnnV+/PI- staining by 18.35%, 15.86% 
and 15.78% relative to hypertonic stress alone (P<0.0001, Figure 1C). Most importantly, A. 
balsamea extract yielded results that were statistically similar to that of the vehicle group 
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(23.22% reduction in AnnV+/PI- staining relative to hypertonic stress, P<0.0001, Figure 1C) 
and the Z-VAD-FMK group (22.80% reduction in AnnV+/PI- staining relative to hypertonic 
stress, P<0.0001, Figure 1C). Again, K. augustifolia exhibited its apparent renal toxic action 
by increasing AnnV+/PI- staining relative to hypertonic stress by as much as 24.97% 
(P<0.0001, Figure 1C).  
We then sought to carry out further analysis to begin understanding potential underlying 
mechanisms, notably in relation to renal cell apoptosis. Based on the results presented above, 
we therefore selected a subset of five species. We selected G. hispidula and A. balsamea as 
representatives of the best plant species to improve AnnV-/PI- staining and reduce AnnV+/PI- 
staining. R. tomentosum and R. groenlandicum were selected as species that had moderate 
effects and S. purpurea as one of the least effective plant species. 
 
3.3 Mechanism investigation 
3.3.1 Cleaved caspase 3 activity 
The activity of cleaved (active) caspase 3 following various treatments was then assessed by 
flow cytometry analysis. The proportion of cells exhibiting staining for active caspase 3, a 
hallmark of apoptosis, was significantly increased in hypertonic stress treated group. In 
comparison, the vehicle control group had a proportion of caspase 3 positive cells that was 
48.32% lower than hypertonic stress (P<0.0001, Figure 2). As positive control, pan caspase 
inhibitor Z-VAD-FMK largely supressed the hypertonically induced activity of cleaved 
caspase 3 (71.17% lower than hypertonic stress, P<0.0001, Figure 2), this effect reaching 
levels even lower than vehicle control (Figure 2). Among the representative plant species 
selected from our primarily screen, a statistically significant reduction in activity of cleaved 
caspase 3 was observed for A. balsamea and R. tomentosum (59.76% and 42.25% lower than 
hypertonic stress, respectively, P<0.01, Figure 2). G. hispidula and R. groenlandicum afforded 
weak protection against cleaved caspase 3 activation due to hypertonic stress; their caspase 3 
activity lying between vehicle control and hypertonic stress group (N.S. versus either group, 
Figure 2). In contrast, S.purpurea exhibited more cleaved caspase 3 activity compared to 
hypertonic stress treated group (44.48% higher than hypertonic stress, P<0.001, Figure 2). 
Aside from R. tomentosum, these results are in accordance with the rank order of 
cytoprotection observed in our primarily screen. 
 83
 
3.3.2 Cleaved caspase 8 activity 
Secondly, the activity of cleaved caspase 8, which indicates a death receptor signaling 
pathway, was also assessed. After MDCK cells were stressed by hypertonic medium (700 
mOsm/L) for 18 hours, the level of cleaved caspase 8 became significantly higher (22.48%, 
Figure 3) compared to that of vehicle control (8.5%, P<0.01, Figure 3). The pan-caspase 
inhibitor Z-VAD-FMK significantly reduced the proportion of cleaved caspase 8 positive cells 
to 3.71%, slightly lower than vehicle control values (Figure 3). Except for Z-VAD-FMK, the 
rest of the selected plant species seemed ineffective at decreasing the proportion of cleaved 
caspase 8. In fact, S. purpurea and R. groenlandicum enhanced the proportion of cleaved 
caspase 8 positive cells (30.45% and 31.07%, respectively, Figure 3). 
 
3.3.3 Cleaved caspase 9 activity 
We finally analyzed the activity of cleaved caspase 9 using fluorescent staining and flow 
cytometry. Compared to the value of 4.83% obtained in vehicle control cells, hypertonic stress 
enhanced the proportion of cleaved caspase 9 positive cells to 23.4% (P<0.0001, Figure 4). As 
expected the positive cytoprotective control Z-VAD-FMK reduced the effect of hypertonic 
stress on caspase 9 positive cells (6.90%，P<0.0001 compared to hypertonic stress group, 
Figure 4). In comparison, the effective Cree plant treatments were, A. balsamea, G. hispidula 
and R. tomentosum, with corresponding percentage of cleaved caspase 9 at 6.75%, 9.37%and 
10.58%, respectively (p<0.0001 compared to hypertonic stress, Figure 4). R. groenlandicum 
and S. purpurea were again not only ineffective at suppressing the production of cleaved 
caspase 9 but also significantly increased its expression (P<0.0001, Figure 4). 
 
4. Discussion 
The aim of the current study was to begin evaluating the nephroprotective capacity of 17 Cree 
medicinal plants that were identified as having significant antidiabetic potential in several 
bioassays related to glucose and lipid homeostasis as well as in animal models of obesity and 
diabetes (Eid et Haddad, 2014; Haddad et coll., 2012). Indeed, our CEI partners highlighted 
the fact that their population was suffering disproportionately from DN (Dannenbaum et coll., 
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2008; Shang et coll., 2015) and wanted us to look into renal protection stemming from their 
traditional medicinal plants. 
We therefore selected the MDCK cell line, which is a very well characterized renal tubular cell 
model that can serve to assess cytoprotection against various insults (Erkan et coll., 2005; 
Hizoh et Haller, 2002; Horio et coll., 2001; Terada et coll., 2001; Yoshida et coll., 2002; Zhang 
et coll., 1995). We also selected hypertonic stress as a physiologically relevant condition that 
is known to cause cell death, notably involving apoptosis (Horio et coll., 2001). The 
osmolality of body fluids is around 280 mOsm/L, which is equal to EMEM medium we used 
in the study. In preliminary experiments, we challenged MDCK cells with different medium 
osmolalities (including 300, 400, 500, 600, 700 and 800 mOsm/L hypertonic medium, data not 
illustrated) and found that 700 mOsm/L was the ideal concentration to induce substantial 
apoptosis, which could be used to test the anti-apoptotic potential of the 17 plant species. This 
was pertinent in the context of DN that also entails renal cell apoptosis (Habib, 2013; Kumar 
et coll., 2004; Sanchez-Nino et coll., 2010). Indeed, our results with AnnV/PI double staining 
and flow cytometry clearly demonstrate that a 700 mOsm/L hypertonic stress results in 
significant increases in cell death (PI+ quadrants Q1 and Q2; respectively representing necrosis 
and late apoptosis). Hypertonic stress also significantly enhanced the proportion of cells with 
AnnV+/PI- staining, indicative of early apoptotic cell damage. 
Also importantly, we chose the pan caspase inhibitor Z-VAD-FMK as a positive cytoprotective 
control introduced in the hypertonic medium. It was very efficient in returning the pattern of 
AnnV/PI staining to that seen in vehicle-treated negative controls (no hypertonic stress). Thus, 
our MDCK cells provide an adequate model in which to screen for potential nephroprotective 
activity of Cree antidiabetic medicinal plants. 
When MDCK cells were treated with the various antidiabetic Cree plants, we obtained a wide 
range of effects; a number of plant extracts almost completely prevented the deleterious effects 
of hypertonic stress, several were moderately cytoprotective, a few were weakly so and one 
plant actually enhanced nephrotoxicity, namely K. angustifolia. Notably, G. hispidula and A. 
balsamea plant extracts were amongst the best performers in maintaining high viability and 
suppressing apoptosis, being as powerful as Z-VAD-FMK. As mentioned, Z-VAD-FMK is a 
pan-caspase inhibitor that acts against apoptosis by irreversibly binding to the catalytic site of 
caspase proteases. As also discussed, apoptosis is involved in cell damage caused by 
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hypertonic stress and is implicated in DN (Habib, 2013; Horio et coll., 2001; Kumar et coll., 
2004; Sanchez-Nino et coll., 2010). We therefore sought to determine the potential role of 
caspases in the variable cytoprotective activity of the Cree plants that we observed.  
Caspases (cysteine-aspartic proteases or cysteine-dependent aspartate-directed proteases) 
belong to a family called cysteine proteases. They play an essential role in cell apoptosis or 
programmed cell death, and have thus been termed "executioner" proteins (Alnemri et coll., 
1996; Lozano et coll., 2009). Caspases are regulated at a post-translational level, which allows 
them to be activated rapidly. Caspases are synthesized as inactive preforms and are cleaved 
next to aspartate residues upon activation (Degterev et coll., 2003). There are so-called 
initiator and effector caspases. Initiator caspases possessed specific domains not encountered 
in effector caspases, such as caspase activation and recruitment domains (CARDs) (e.g., 
caspase-2 and caspase-9) or a death effector domain (DED) (caspase-8 and caspase-10). These 
ensure that the caspases can interact with other molecules that regulate their activation. These 
regulating molecules receive signals from extracellular and intracellular stimuli and interact 
with initiator caspases, causing their clustering. Such clustering allows initiator caspases to 
auto-activate and to proceed to activate effector caspases, eventually leading to the 
amplification of caspase activity through a protease cascade (Degterev et coll., 2003), 
considered as a positive feedback (Lopez-Caamal et coll., 2014). As mentioned, the activation 
of caspases can be initiated from extracellular stimuli involving death receptors on the plasma 
membrane (receptor pathway) or through intracellular stimuli centered in mitochondria 
(mitochondrial pathway) (Hengartner, 2000). 
Death receptor stimulation activates procaspase-8, whereas the mitochondrial pathway 
involves the release of cytochrome c and other factors that activate procaspase-9 (Hengartner, 
2000; Horio et coll., 2001). Both signaling pathways will eventually lead to downstream 
activation of caspase-3, which is a major effector in the caspase cascade. Since caspase-3 
serves as a convergence point for different signaling pathways, it is therefore well suited as a 
read-out in an apoptosis assay. In the current studies, we used fluorescent substrates of these 
three major caspases to probe their activation by flow cytometry. Our results clearly show an 
increased activity of cleaved caspase 3, 8 and 9 activities in MDCK cells subjected to a 700 
mOsm/L hypertonic stress for 18 hours. Moreover, the proportion of caspase 8 and 9 
“positive” cells was 22.48% and 23.4%, respectively, which indicates that the death receptor 
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and mitochondrial pathways were similarly activated in cells challenged by hypertonic 
medium. 
When we studied the five plant species that were selected to represent strong, medium and low 
cytoprotective potential in AnnV/PI assays, their rank order of inhibition of hypertonic stress-
induced cell damage was mostly maintained for cleaved caspases 3, 8 and 9, except for G. 
hispidula that was ineffective at reducing the activity of caspases 3 and 9, and R. tomentosum 
that was unexpectedly effective in the same regard.  
Rather limited knowledge is available regarding G. hispidula. In previous studies from our 
group, the plant extract exerted some cytoprotective potential in preneuronal cells subjected to 
hyperglycemic stress (Harbilas et al., 2009) and moderately stimulated AMPK in cultured 
hepatocytes (Nachar et al., 2013). The current studies uncovered a strong cytoprotective 
potential for renal tubular cells as observed through improved viability (annV-/PI- staining) 
and reduced early stage apoptosis (annV+/PI- staining). However, as mentioned G. hispidula 
did not succeed in significantly modulating the activities of caspases 3, 8 and 9 in 
hypertonically stressed MDCK cells. This suggests that the nephroprotective activity of the 
plant extract may occur through pathways other than the classic apoptotic signaling pathways 
(death receptor or mitochondrial) (Cullen et Martin, 2009).  
Meanwhile, the weaker cytoprotective plants S. purpurea actually enhanced the activity of all 
cleaved caspases in hypertonically stressed MDCK cells. Hence, despite the fact that S. 
purpurea previously exhibited a positive impact on muscle cell glucose uptake (Shang et coll., 
2015) and, notably, cytoprotection of pre-neuronal cells (potential benefit in diabetic 
neuropathy (Harris et coll., 2012)), the plant appears to be potentially more harmful to renal 
cells. Indeed, Elders have cautioned us that the pitcher plant needed to be used carefully for it 
is considered very powerful.  
Another of the weaker nephroprotective plants in our Ann V/PI assay, namely R. 
groenlandicum, significantly increased the activation of caspase 8 compared to hypertonic 
stress whereas it had no apparent effect on cleaved caspase 3 and caspase 9 activities. This 
result is surprising since Labrador tea (R. groenlandicum) was previously observed by our 
group to exhibit several beneficial antidiabetic activities when tested in both in vitro bioassays 
(Eid et coll., 2016; Rapinski et coll., 2015) and in vivo animal models of obesity and mild 
diabetes (Li et coll., 2016; Ouchfoun et coll., 2016). Such antidiabetic activities would be 
 87
expected to improve renal function (for instance, through reduction of glycemia and 
improvement of insulin resistance). In fact, we observed improved micro-albuminuria, 
reduced fibrosis and diminished expression of Bcl2-modulating factor (Bmf) in renal tissues of 
diet-induced obese mice treated with R. groenlandicum in vivo (Li et coll., 2016). 
Interestingly, in the current studies, R. tomentosum, a close relative of R. groenlandicum also 
known as Northern Labrador tea, exhibited significant anti-apoptotic potential that was 
expressed more potently through the suppression of the mitochondrial apoptotic pathway than 
that of the death receptor pathway. Further studies will thus be necessary to ascertain the 
complete impacts of Labrador or Northern Labrador tea consumption on the kidney. 
In contrast, A. balsamea clearly stands out as one of the most powerful renal protective Cree 
plants that exhibited important anti-apoptotic activities, especially at the level of caspases 3 
and 9. Our previous work with A. balsamea extracts demonstrated that they can significantly 
enhance basal and insulin stimulated glucose uptake in cultured skeletal muscle cells and 
adipocytes (Spoor et coll., 2006). The plant was also the most powerful of Cree species to 
mitigate liver cell glucose production mechanisms in vitro through both insulin-dependent and 
insulin-independent mechanisms (Eid et Haddad, 2014). In skeletal muscle cells, A. balsamea 
exerted its action through a mechanism similar to that of Metformin, involving the activation 
of AMPK secondary to metabolic stress induced by the disruption of mitochondrial energy 
transduction (energy depletion), albeit with only mild effects on cell pH or ATP levels 
(Martineau et coll., 2010). It is interesting to speculate that A. balsamea’s effects on 
mitochondria can also result in triggering anti-apoptotic events but further studies will be 
necessary to address this point.  
 
5. Conclusion 
In summary, this study demonstrates that A. balsamea and G. hispidula exhibit the greatest 
potential of all Cree antidiabetic plants tested to protect kidney cells against damage induced 
by hypertonic stress. A. balsamea appears to do so by suppressing apoptosis, most likely 
through actions on the mitochondrial caspase signaling pathway, whereas G. hispidula may 
exert its renal protective potential through other pathways. These findings may have clinical 
significance for the mitigation of DN that is affecting CEI communities. Indeed, Cree 
medicinal plant species may contain phytochemical components that can provide novel 
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pharmacological avenues to improve DN treatment and management. More importantly, Cree 
traditional plant preparations hold promise as complementary therapies that are culturally 
adapted and respectful. As such, future clinical studies should be encouraged.  
 
6. Acknowledgement 
A Team Grant from the Canadian Institutes of Health Research (CIHR Team in Aboriginal 
Antidiabetic Medicines; CTP-79855) to Pierre S. Haddad funded these studies. Thanks for the 
support from Ammar Saleem and Dr. John T. Arnason. Very special thanks are due to Cree 
Elders of Eeyou Istchii who kindly agreed to be interviewed. They made this paper possible by 
allowing us to use, for the purposes of this research, their knowledge related to medicinal 
plants transmitted to them by their predecessors. Their trust has also enabled a useful 
exchange between Indigenous knowledge and Western science.  
 
7. Conflict 

















8. Tables  
 
Table 1: List of investigated plant species and the concentrations of the extracts tested in 
MDCK cells. 
 
Species Abbreviations Plant Part 
MDCK cells 
(μg/mL) 
Abies balsamea (L.) 
Mill. 
A. balsamea Bark 25 
Kalmia angustifolia L. K. augustifolia Leaves 50 
Larix laricina Du Roi 
(K.Koch) 
L. laricina Bark 25 
Sarracenia purpurea L. S. purpurea Whole plant 100 
Sorbus decora (Sarg.) 
C.K.Schneid. 
S. decora Bark 25 






(Harmaja) G. Wallace 
R. tomentosum Leaves 100 
Rhododendron 
groenlandicum (Oeder) 
Kron and Judd 
R. groenlandicum Leaves 50 
Gaultheria hispidula 
(L.) Muhl. 
G. hispidula Leaves 100 
Picea mariana (P. 
Mill.) BSP 
P. mariana Cones 5 
Picea glauca (Moench) 
Voss 
P. glauca Leaves 150 
Salix planifolia Pursh S. planifolia Bark 25 
Alnus incana subsp. 
rugosa (Du Roi) R.T. 
Clausen 
A. incana Bark 100 
Populus balsamifera L. P. balsamifera Bark 100 
Lycopodium clavatum 
L. 
L. clavatum Whole plant 100 
Pinus banksiana Lamb. P. banksiana Cones 10 
Vaccinium vitis-idaea 
L. 
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9. Figure legends 
 
Figure 1. Renal protective potential of 17 antidiabetic medicinal plant extracts. Annexin V/PI 
labeling was performed 18 hours after plant extract treatment to assess viability and early 
stage apoptosis. (A) Representative pictures of flow cytometry; (B) Histogram of Annexin V-
/PI-; (C) Histogram of Annexin V+/PI-. Results (B and C) were expressed as means ± SEM for 
3 separate experiments, normalized to the 700 mOsm/L hypertonic stress condition. * (P < 
0.05), **(P < 0.01), *** (P < 0.001) and **** (P < 0.0001) denotes other treatments 
significantly different from vehicle 700 mOsm/L hypertonic stress treatment, one-way 
ANOVA and Bonferroni test. ## (P < 0.01), ### (P < 0.001) and #### (P < 0.0001) donotes 
other treatments significantly different from vehicle control, one-way ANOVA and Bonferroni 
test. 
 
Figure 2. Cleaved caspase 3 activity. Cleaved caspase 3 activity test was performed 18 hours 
after the treatment with respective plant extracts. In the upper panel are representative pictures 
of selected treatments; ordinate indicates cell count whereas abscissa represents fluorescent 
strength. From left to right, 1st peak indicates procaspase 3 and 2nd peak represents cleaved 
caspase 3 activity. The cleaved caspase 3 activity was calculated as surface of 2nd peak/total 
surface. Results were expressed as means ± SEM for 3 separate experiments. * (P < 0.05), 
**(P < 0.01), *** (P < 0.001) and **** (P < 0.0001) denotes other treatments significantly 
different from vehicle 700 mOsm/L hypertonic stress treatment, one-way ANOVA and 
Bonferroni test. ## (P < 0.01), ### (P < 0.001) and #### (P < 0.0001) donotes treatment 
groups significantly different from vehicle control, one-way ANOVA and Bonferroni test.  
 
Figure 3. Cleaved caspase 8 activity. Cleaved caspase 8 activity test was performed 18 hours 
after the treatment with respective plant extracts. In the upper panel are representative pictures 
of selected treatments; ordinate indicates cell count whereas abscissa represents fluorescent 
strength. From left to right, 1st peak indicates procaspase 8 and 2nd peak represents cleaved 
caspase 8 activity. The cleaved caspase 8 activity was calculated as surface of 2nd peak/total 
surface. Results were expressed as means ± SEM for 3 separate experiments. * (P < 0.05), 
**(P < 0.01), *** (P < 0.001) and **** (P < 0.0001) denotes treatment groups significantly 
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different from vehicle 700 mOsm/L hypertonic stress treatment, one-way ANOVA and 
Bonferroni test. ## (P < 0.01), ### (P < 0.001) and #### (P < 0.0001) donotes treatment 
groups significantly different from vehicle control, one-way ANOVA and Bonferroni test. 
 
Figure 4. Cleaved caspase 9 activity. Cleaved caspase 9 activity test was performed 18 hours 
after the treatment with respective plant extracts. In the upper panel are representative pictures 
of selected treatments; ordinate indicates cell count whereas abscissa represents fluorescent 
strength. From left to right, 1st peak indicates procaspase 9 and 2nd peak represents cleaved 
caspase 9 activity. The cleaved caspase 9 activity was calculated as surface of 2nd peak/total 
surface. Results were expressed as means ± SEM for 3 separate experiments. * (P < 0.05), 
**(P < 0.01), *** (P < 0.001) and **** (P < 0.0001) denotes treatment groups significantly 
different from vehicle 700 mOsm/L hypertonic stress treatment, one-way ANOVA and 
Bonferroni test. ##(P < 0.01), ### (P < 0.001) and #### (P < 0.0001) donotes treatment groups 
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10. Figures  
 
Figure 1: Renal protective potential of 17 antidiabetic medicinal plant extracts. 
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Figure 2: Cleaved caspase 3 activity. 
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Figure 3: Cleaved caspase 8 activity. 
   96
 
 
Figure 4: Cleaved caspase 9 activity. 
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In a previous study, among 17 antidiabetic Boreal forest species of the traditional 
pharmacopeia of the Eastern James Bay Cree, Abies balsamea (A. balsamea) was identified as 
the one that expressed the most effective renal protective potential in vitro against hypertonic 
stress. 
Aim of the study 
We used a bioassay-guided fractionation approach to identify active fractions and compounds 
of A. balsamea with renal protective potential in vitro in MDCK cells challenged with 
hypertonic medium, as well as beginning to investigate the underlying mechanisms. 
Materials and Methods 
For this purpose, MDCK cells were subjected to a 700 mOsm/L hypertonic medium in the 
presence or absence of A. balsamea crude extract or its solvent fractions (hexane, ethyl 
acetate, methanol and water) and pure compounds there of at optimal concentrations. After 18 
hr incubation, all cells (supernatant and adherent) were collected, stained with Annexin V 
(AnnV) and Propidium iodide (PI), and subjected to flow cytometry to assess the 
cytoprotective (AnnV-/PI-) and anti-apoptotic (AnnV+/PI-) potential. Pan caspase inhibitor 
carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone (Z-VAD-FMK) was used 
as positive control.  
Results  
The hexane (Hex) fraction possessed the highest potential among all solvent fractions against 
cell damage induced by hypertonic stress. Hex notably and significantly reduced AnnV+/PI- 
staining (early stage apoptosis) to 4.17% as compared to 23.40% for hypertonic controls 
(P<0.0001). In previous studies, three pure compounds were identified from the Hex fraction, 
namely, abietic acid, dehydroabietic acid and squalene. Abietic acid stood out by its strongest 
effect in maintaining MDCK cell viability (AnnV-/PI-) at a relatively high level (25.48% 
increase relative to hypertonic stress, P<0.0001) as well as a significant reduction (20.20% 
decrease relative to hypertonic stress, P<0.0001) of early stage apoptosis (AnnV+/PI-). These 
effects were comparable to vehicle negative control (DMSO without hypertonic stress) or Z-
VAD-FMK positive protective control. Abietic acid may thus serve to standardize A. balsamea 
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Diabetes mellitus (DM) is a chronic, often debilitating and sometimes fatal disease, which is 
due to defects of insulin production (type 1 diabetes, T1D) and/or of insulin action (Type 2 
diabetes, T2D). These conditions eventually lead to hyperglycemia in the long run (Ozougwu 
et coll., 2013; Tan et Cheah, 1990). Classic DM includes excessive increased fluid intake, 
lethargy, urine production, hyperglycemia, unexplained weight loss, changes in energy 
metabolism compensatory thirst, blurred vision, and so on (Lin et Sun, 2010). Reduced 
peripheral glucose disposition in skeletal muscle as well as increased hepatic glucose 
production contribute to hyperglycemia in diabetic subjects (Nachar et coll., 2015). 
Insulin deficiency, insulin resistance and genetic factors are key components involved in the 
pathogenesis of T2D (Leahy, 2005). In addition, a series of risk factors for T2D has been 
reported, including genetic predisposition, psychiatric disorder, high blood pressure, 
population outburst, obesity, aging, sedentary lifestyle, and so on (Wild et coll., 2004). 
According to previous estimates, by the end of 2030, 366 million people will be suffering from 
DM (Amos et coll., 1997; King et coll., 1998; King et Rewers, 1993; Wild et coll., 2004). 
More importantly, T2D notably and disproportionately affects Aboriginal populations around 
the globe, as a result of genetic predisposition to energy conservation as well as rapid 
environmental changes (Amos et coll., 1997; King et coll., 1998; King et Rewers, 1993; Wild 
et coll., 2004). As previously reported for 2009, the average age-adjusted prevalence of T2D 
was 29% in Cree populations of Eeyou Istchee (CEI - Eastern James Bay area of Quebec, 
Canada) and this population suffers from a higher prevalence of diabetic complications, 
notably DN (Kuzmina et coll., 2010b; Nachar et coll., 2013). The etiology for high prevalence 
of DN may have resulted, in part at least, from culturally inappropriate modern drug 
treatments (Garriguet, 2008; Hanley et coll., 2005). 
DN, a major cause of end stage of renal failure, is an important diabetic complication that is 
defined by a decrease in glomerular filtration rate with the ensuing development of proteinuria 
after a long period of time (usually 5-10 years) from the onset of DM (Forbes et Cooper, 2013; 
Gilbertson et coll., 2005). DN is always associated with high mortality as a result of uremia 
(Mogensen et coll., 1983). More importantly, such pathological renal conditions also 
contribute to the progression of macrovascular complications, for instance stroke and heart 
attacks (Matsushita et coll., 2010). Although a subset of subjects acquire DN despite well-
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controlled glycemia (DCCT, 1993) and normal blood pressure, most DN occurs after 
hypertension and hyperglycemia (Group., 1998; Turner R, 1998). Blood pressure usually 
continues to rise once DM develops; however, in the short term, an improvement in glycemia 
might be seen due to the decline of renal insulin clearance (Group, 1993). 
The number of deaths occurring in the United States due to diabetic end-organ damage was 
reported to be at least 233000 annually (Sanchez-Nino et coll., 2010). In addition, DN is the 
most important cause of end-stage renal disease (ESRD) (Engelgau et coll., 2004). Consistent 
with the fact that DM is known to induce apoptosis in various end-organ systems, apoptosis 
has been noticed in interstitial cells of renal biopsy samples from patients with DN, as well as 
in tubular epithelial and endothelial cells (Adeghate, 2004; Kowluru, 2005). Thus the gradual 
loss of renal function and mass in DN is generally considered to result from apoptosis 
originating from DM (Habib, 2013; Kumar et coll., 2004; Sanchez-Nino et coll., 2010). 
In an effort to find culturally relevant complementary and alternative approaches to T2D 
prevention and management for Canadian Aboriginal diabetics, the Canadian Institutes of 
Health Research Team in Aboriginal Antidiabetic Medicines (CIHR-TAAM) was founded in 
2003. A. balsamea, commonly known as balsam fir, is a plant species stemming from the 
James Bay Cree traditional pharmacopeia. It was identified through ethnobotanical surveys as 
a promising antidiabetic plant and tested using a comprehensive platform of bioassays (Eid et 
Haddad, 2014). It was notably found to potently reduce hepatocellular glucose production 
mechanisms in vitro (Nachar et coll., 2015; Nachar et coll., 2013). More recently, A. balsamea 
stood out as the most potent CEI plant in an in vitro screen of renal protective potential (Li et 
al, 2016) based on well-known MDCK cells, a kidney cell of distal tubule origin, stressed by 
hypertonic medium (Erkan et coll., 2005; Hizoh et Haller, 2002; Horio et coll., 2001; Terada et 
coll., 2001; Yoshida et coll., 2002; Zhang et coll., 1995). 
In the current study, we sought to determine the active phytochemical compounds that could 
underlie the renal protective effect of A. balsamea. For that purpose, we used an approach of 
bioassay-guided fractionation based on solvents of different polarity and the same MDCK cell 
bioassay stressed with hypertonic medium, stained with Annexin V/propidium iodide 




2. Materials and methods 
2.1 Cell culture 
T Dr. Josette Noël (Département de physiologie moléculaire et integrative, Faculté de 
médecine, Université de Montréal) kindly shared MDCK cells from her lab. The cells were 
maintained in 100mm Petri dishes (Sarstedt Inc, Saint-Léonard, Canada) with Eagle's 
Minimum Essential Medium (EMEM), supplemented with 10% fatal bovine serum (FBS) and 
0.5% antibiotics (PS: Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 μg/mL) and equilibrated with 
5% CO2 95% air at 37°C. Cells were split every three days at the ratio of 1:10 by 0.25% 
trypsin when reaching sub-confluence. 
 
2.2 Bioassay-guided isolation and compound identification by LC–MS/MS 
A. balsamea was collected in two major areas of CEI territory (Eastern James Bay area of 
Quebec, Canada) and prepared as previously published (Harbilas et coll., 2009; Spoor et coll., 
2006). A comprehensive research agreement convened between the three Canadian 
universities involved (Université de Montréal, McGill University, University of Ottawa), and 
the participating Cree First Nations and the Cree Board of Health and Social Services of James 
Bay (Shang et coll., 2015) authorized and framed plant sample collection and handling. 
We collected the bark of A. balsamea in CEI territory according to the instructions of Cree 
Elders. Voucher specimen (No. Mis03-1) is deposited in the herbarium of the Montreal 
Botanical Garden, after botanical identification was confirmed by Garden Taxonomist Dr. 
Alain Cuerrier (Nachar et coll., 2015). A Wiley Mill (4 mm mesh) was used to mill after the 
bark was air-dried. A crude 80% aqueous ethanol (EtOH) extract of A. balsamea was prepared 
based on previous methods (Spoor et coll., 2006). The crude extract was then fractionated with 
a solvent series of increasing polarity that included hexane, ethyl acetate (EtAc), methanol 
(MeOH) and water (H2O), as described in detail previously (Nachar et coll., 2015). 
Preparative scale isolation of compounds from the hexane fraction was then carried out on a 
1200 series HPLC-DAD system equipped with an online fraction collector (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA) using reversed phase gradient chromatography on a 
Gemini 21 mm _ 250 mm, 5 lM particle size column (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) 
(Nachar et coll., 2015). MilliQ H2O (A) and HPLC grade CH3CN (B) composed the mobile 
phase that was delivered at 40 mL/min using a linear gradient of 30–100% B in 20 min 
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(Nachar et coll., 2015). The fraction collection was peaks based, that were collected after 
adjustment of lower and upper threshold of signals detected at a monitoring wavelength of 210 
nm, bandwidth 4 mm, reference off (Nachar et coll., 2015).  We then checked the peak purity 
at 210 nm, 254 nm 320 nm and 400 nm.  
The isolated peaks’ identity peaks were confirmed by co-chromatography and mass 
spectrometry using authentic standards. Abietic acid, dehydroabietic acid and squalene (>95% 
purity) were commercial available from Sigma Aldrich St. (Louis, MO, USA). API 2000 triple 
quadrupole mass spectrometer (ABSciex, Concord, ON, Canada) connected with a LC-
2010HT Shimdzu HPLC system (Mandel Scientific, Guelph, ON, Canada) was used to 
perform LC–MS/MS analyses. Electrospray source in positive mode using a linear gradient of 
B (30–100%) with A in 20 min at a flow rate of 0.5 mL/min on a Kinetex 2.3 mm _ 100 mm, 
3.0 lM particle size column (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) was used for the 
ionization of target compounds. Q1M1 scans were carried out at unit resolution as well as 
column thermostat temperature was maintained at 40C. Electrospray source conditions were as 
followings: gas 1 and gas 2 settings were 35 psig and 40 psig respectively and capillary 
current was set at +4000 V, declustering potential 70 V, N2 curtain gas pressure 20 psig, 
source temperature 300C (Nachar et coll., 2015). 
Stock solutions of all samples were prepared in DMSO, and they were diluted in culture 
medium to the working concentrations, with the final concentration of DMSO set at 0.1% for 
all the treatments. 
 
2.3 Determination of maximal nontoxic plant extract concentrations 
Before screening the fractions of A. balsamea, a cytotoxicity test was performed to determine 
the maximal nontoxic concentrations, using the level of lactate dehydrogenase (LDH) released 
(LDH Colorimetric kit; Roche, Mannheim, Germany). Cells were split by 0.25% trypsin while 
reaching subconfluence, and seeded at the density of 1.5 × 105/well on 6-well plates. Medium 
was refreshed with pure EMEM (FBS free) when 70% confluence was reached, followed by 
the addition of each fraction/compound of A. balsamea with a final concentration of 15μg/mL, 
respectively. Supernatant (containing released LDH) was collected on ice then the adherent 
cells (containing cellular LDH) were lysed by EMEM with addition of 1% Triton X-100 for 10 
minutes at 37°C, 5% CO2 after the treatment, followed by centrifugation at 250 × g, 4 °C, 10 
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minutes. A coupled enzymatic reaction, in which a red formazan product was generated, 
measured LDH in both medium and lysate buffer at 490nm. The following equation was used 
to calculate the % cytotoxicity for each fractions of A. balsamea: 
Released	LDH
Total	LDH	(	Released	LDH + Cellular	LDH)	× 	100% 
 
 
After the results were analyzed, the optimal nontoxic concentrations for each fraction of A. 
balsamea were determined (each experiment was repeated three times). 
 
2.4 Screening of the fractions of A. balsamea by flow cytometric analysis of Annexin V/PI 
staining 
As previously described, cells were seeded in 6-well plates at the density of 1.5 × 105/well. 
When 70% subconfluence was reached, cells were then switched to 700mOsm/L hypertonic or 
isotonic medium (FBS free) (Horio et coll., 2001), which contained or not each of the fractions 
of A. balsamea at their respective nontoxic maximum concentration as determined by the LDH 
assay. Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC (eBioscience, San Diego, CA, USA) was used 
to detect apoptosis. Prior to the assay, 5mL polystyrene tubes (eBioscience, San Diego, CA, 
USA) were labeled, preloaded with 500μl FBS and placed in a laminar flow hood. After 
indicated treatment, supernatant was transferred to the prepared 5mL polystyrene tubes. 
Subsequently, adherent cells were washed once with 1 mL PBS to which was added 250μl 
0.25% trypsin to incubate at 37°C for 3 mins, followed by harvest with another 1mL PBS 
wash. All samples were subjected to centrifugation at 250g, 4°C, 5 minutes. The supernatant 
was discarded and the pellet resuspended in 500μL of binding buffer. 2 μL of Annexin V-FITC 
(AnnV) and 1 μL of propidium iodide (PI) were then added into each tube. After incubation 
with aluminium foil coverage to avoid light at room temperature for 5 min, cells were 
analyzed using a flow cytometer (Cytomics™ FC500, Becton-Dickinson). Positive staining 
was confirmed by flow cytometer laser and each experiment was repeated three times. As 
illustrated in the following Results section below, PI+ Quadrants Q1 and Q2 respectively 
represent necrosis and late stage apoptosis/secondary necrosis; Q3 Quadrant (AnnV+/PI-) 
represents early stage apoptosis; Q4 Quadrant represents viable cells (AnnV-/PI-). 
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2.5 Statistical analysis 
All data were expressed as mean ± SEM from 3 independent experiments with triplicate for 
each treatment. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA and the Bonferroni 
test as appropriate in software Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
Statistical difference was attained when p-value was less than 0.05. 
 
3. Results 
3.1 Determination of maximal nontoxic plant extract concentrations 
MDCK cells were incubated with A. balsamea or its fractions at different concentrations (the 
concentration range of 5-25μg/mL was tested), respectively. After 18 hours’ treatment, toxicity 
was evaluated by LDH release and maximal nontoxic concentrations were then calculated. In 
order to compare the anti-apoptotic potential of A. balsamea and its fractions, a uniform 
maximal nontoxic concentration was determined. This concentration was set at 15μg/mL, 
whereby LDH release values was within 5-10% of values obtained with DMSO alone.  
 
3.2 In vitro screen of renal protective potential of A. balsamea and its fractions by flow 
cytometry 
Aiming to identify the most active fraction of A. balsamea for its renal protective potential, A. 
balsamea crude extract or each of its solvent fractions were tested using Annexin V/PI double 
staining. According to fluorescent based flow cytometry analysis, substantial PI+ (necrosis and 
late stage apoptosis/secondary necrosis, Q1 and Q2 Quadrants) as well as AnnV+/PI- (early 
stage apoptosis, Q3 Quadrant) signals were detected in MDCK cells as a result of 700 
mOsm/L hypertonic stress (Figure 1A, upper middle panel), whereas such signals were barely 
detectable in vehicle control (Figure 1A, upper left panel). We also selected Z-VAD-FMK as a 
positive cytoprotective control due to its pan caspase inhibitor whereby it irreversibly binds to 
the catalytic site of caspase proteases (Van Noorden, 2001). Accordingly, Z-VAD-FMK 
efficiently protected MDCK cells against hypertonic stress by maintaining high viability as 
well as low early stage apoptosis (Figure 1A, upper right panel).  
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3.2.1 Cell viability (AnnV-/PI- staining) 
In accordance with our previous study, A. balsamea crude extract significantly improved cell 
viability as assessed by the change in AnnV-/PI- staining (22.1±0.50% improvement relative to 
hypertonic stress, P<0.0001, Figure 1B) in the presence of 700 mOsm/L hypertonic stress 
(itself alone resulting in 64.5±1.73 % viable cells as per AnnV-/PI- staining). Solvent fractions 
were next tested. As illustrated in Figure 1B, with the exception of the H2O fraction, the Hex, 
MeOH and EtOAc fractions afforded variable protective effects against hypertonic stress. 
Among the four fractions, Hex was the most active fraction, increasing AnnV-/PI- staining by 
27.0±0.61 % relative to hypertonic stress alone (P<0.0001, Figure1B), even slightly higher 
than that of A. balsamea crude extract. In addition, result obtained with the Hex fraction was 
statistically similar to that found in the hypertonic stress free vehicle control (change of 
26.3±0.76 % AnnV-/PI- staining relative to hypertonic stress, P<0.0001, Figure 1B) and in the 
Z-VAD-FMK group (change of 30.1±0.39 % AnnV-/PI- staining relative to hypertonic stress, 
P<0.0001, Figure 1B).  
 
3.2.2 Early apoptosis (AnnV+/PI- staining) 
Analysis of Annexin V/PI staining in Q3 Quadrant (AnnV+/PI-) indicated that considerable 
early stage apoptosis (23.4±0.78%) was induced by hypertonic stress compared to vehicle 
control (1.23±0.13%, P<0.0001). As expected, Z-VAD-FMK at 100 μM completely prevented 
the apoptosis induced by hypertonic stress (-22.1±0% AnnV+/PI- staining relative to 
hypertonic stress, P<0.0001, Figure 1C). As observed in our previous studies, the crude extract 
of A. balsamea also strongly protected MDCK cells against hypertonic stress induced 
apoptosis (-19.8±0.09% relative to hypertonic stress, P<0.0001, Figure 1C). Among solvent 
fractions of A. balsamea, Hex clearly stood out from the four fractions for its strongest 
potential at inhibiting early stage apoptosis (-19.2±0.33% relative to hypertonic stress, Figure 
1C). Moreover, the values for vehicle control, Z-VAD-FMK, A. balsamea and Hex fraction 
were similar with each other, without statistically significant difference. On the other hand, 
H2O fraction was the only fraction found to provide no improvement of AnnV+/PI- signals in 
the presence hypertonic stress (0.5±3.53% relative to hypertonic stress, Figure 1C). 
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3.3 Investigating the anti-apoptotic potential of three pure compounds identified from A. 
balsamea Hex fraction 
According to the screening results, the Hex fraction of A. balsamea was found to possess the 
most powerful potential to maintain the viability of MDCK cells as well as to inhibit early 
stage apoptosis in the presence of 700 mOsm/L hypertonic stress (Figure 1). We therefore 
sought to identify active compounds that could underlie this biological activity. In previous 
studies, we identified three major compounds in the Hex fraction (Nachar et coll., 2015), 
namely abietic acid, dehydroabietic acid and squalene. Annexin/PI staining was again used to 
test these three pure compounds for their respective renal protective potential. Abietic acid 
turned out to be the most active compound in terms of its improvement of MDCK cell 
viability as indicated by AnnV-/PI- staining that improved by 25.5±0.81% relative to 
hypertonic stress (P<0.0001, Figure 2B). This result was slightly better than that obtained with 
A. balsamea crude extract (22.1±0.5% relative to hypertonic stress, P<0.0001, Figure 2B) and 
close to that of vehicle control, Hex fraction and Z-VAD-FMK (26.3±0.76, 27.0±0.61, and 
30.1±0.39% relative to hypertonic stress, respectively, P<0.0001, Figure 2B). In contrast, 
dehydroabietic acid did not afford any significant protection against hypertonic stress 
(4.3±0.49% improvement relative to hypertonic stress, Figure 2B), whereas squalene slightly 
worsened MDCK cell viability (-2.1±0.21% relative to hypertonic stress, Figure 2B). 
We next examined the effects of the three pure compounds on early apoptosis as assessed by 
AnnV+/PI- staining. Once again, abietic acid exhibited the most powerful renal protective 
potential among the three pure compounds (-20.2±0.32% relative to hypertonic stress, 
P<0.0001, Figure 2C). Its anti-apoptotic activity was very close to that of A. balsamea crude 
extract, its Hex fraction and the positive control Z-VAD-FMK (-19.8±0.09, -19.2±0.33, and -
22.1±0% relative to hypertonic stress, respectively, P<0.0001, Figure 2C). This time, however, 
dehydroabietic acid provided significant protection against hypertonic stress induced apoptosis 
(-14.4±0.85% relative to hypertonic stress, P<0.0001, Figure 2C) that was significantly less 
than the vehicle control (P<0.0001, Figure 2C). In accordance with its complete inability to 
improve MDCK cell viability, squalene also exhibited very weak anti-apoptotic activity (-




When discussing with our Cree partners of Eeyou Istchee (CEI - Eastern James Bay area of 
Quebec, Canada), they emphasized the fact that their population was suffering 
disproportionately from DN (Dannenbaum et coll., 2008; Shang et coll., 2015). They thus 
encouraged us to look into the renal protection potential of medicinal plants coming from their 
traditional pharmacopeia. As it is acknowledged that apoptosis plays a key role in developing 
DN (Habib, 2013; Kumar et coll., 2004; Sanchez-Nino et coll., 2010), anti-apoptotic therapy 
could be a novel approach for DN. Our team has recently completed a novel renal protective 
screening study of 17 identified antidiabetic medicinal plants (Eid et Haddad, 2014; Haddad et 
coll., 2012) in order to respond to our CEI partners’ wish (Li et al., 2016). A. balsamea was 
found to possess the most powerful renal protective and anti-apoptotic potential from among 
these 17 Cree medicinal plants, exerting its beneficial effects mainly through inhibiting the 
mitochondrial apoptotic pathway. The aim of current study was to identify the active 
phytochemical compounds that could underlie the anti-apoptotic potential of A. balsamea 
crude extract. 
To achieve this, we employed a bioassay-guided fractionation approach whereby solvents of 
varying polarity were used to separate the phytochemical components of A. balsamea crude 
extract. These solvents are Hex, EtoAc, MeOH and H2O, the polarity increasing from Hex to 
H2O. We also selected hypertonic stress as a physiologically relevant condition that is known 
to cause cell death, notably involving apoptosis (Horio et coll., 2001). The osmolality of body 
fluids is around 280 mOsm/L, which is equal to EMEM medium we used in the study. In 
preliminary experiments, we challenge MDCK cells with different medium osmolalities 
challenges (data not illustrated) and found that 700 mOsm/L was the ideal condition to induce 
substantial apoptosis, which could be used to test the anti-apoptotic potential of the 17 plant 
species. The results of the current study clearly demonstrated that the hexane fraction of A. 
balsamea crude extract was the one that exhibited the most powerful activity to protect 
MDCK cells against hypertonic stress induced loss of viability, in general, and enhanced 
apoptosis, in particular. In another study on the effect of the 17 Cree plants on hepatic 
enzymes controlling liver cell glucose production, A. balsamea was also found to be the most 
powerful species (Nachar et al., 2013). We subsequently carried out bioassay-guided 
fractionation and found that the hexane solvent fraction was the most bioactive as in the 
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current studies (Nachar et al., 2015). We successfully identified the three major phytochemical 
components in this hexane fraction as being abietic acid, dehydroabietic acid and squalene. We 
therefore tested these three pure compounds in our MDCK renal protective bioassay. As 
indicated by the results presented above, abietic acid clearly stood out from among these three 
pure compounds as the best performing treatment. Indeed, it improved MDCK viability and 
exerted anti-apoptotic activity to the same extent as A. balsamea crude extract, its hexane 
fraction or even vehicle control and Z-VAD-FMK positive control. In contrast, dehydroabietic 
acid was ineffective at improving MDCK cell viability in the face of hypertonic stress, yet 
significantly reduced apoptosis, albeit to a lesser extent than abietic acid. Squalene, on the 
other hand, was not found to exert any significant renal protective activity in our bioassay. 
To our knowledge, this is the first report to attribute renal protective and anti-apoptotic 
biological activity to abietic acid. On the other hand, the concept that cell death, including 
apoptosis, necrosis and necroptosis, is a trigger for inflammation is very well established 
(Davidovich et coll., 2014). In this context, it is interesting to note that abietic acid was shown 
to possess anti-inflammatory activity (Fernandez et coll., 2001; Takahashi et coll., 2003). It 
can thus be speculated that part of the anti-inflammatory effect of abietic acid could be due, at 




In summary, abietic acid was shown to possess the greatest renal protective and anti-apoptotic 
potential from among the prominent constituents of the hexane fraction of A. balsamea crude 
extract. Future studies will be needed to elucidate the mechanism of action of abietic acid in 
the context of renal cell damage. Notwithstanding, our studies suggest that abietic acid may be 
an interesting compound to standardize A. balsamea extracts and traditional preparations that 
could afford protection against DN. Abietic acid could also provide a template for novel 
therapies for DN.  
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Table 1: List of A. balsamea, its fractions and the concentrations of the extracts tested in 
MDCK cells. 
 
Species Abbreviations Plant Part MDCK cells (μg/mL) 
Abies balsamea (L.) 
Mill. 
A. balsamea Bark 15 
Hexane fraction  Hex Non Polar 15 
Ethyl acetate fraction EtOAc  15 









9. Figure legends 
 
Figure 1. Renal protective potential of A. balsamea and its solvent fractions. Annexin V/PI 
labeling was performed 18 hours after plant extract/fraction treatment to assess viability and 
early stage apoptosis. (A) Representative pictures of flow cytometry results; (B) Histogram of 
Annexin V-/PI-; (C) Histogram of Annexin V+/PI-. Results (B and C) were expressed as means 
± SEM for 3 separate experiments, normalized to the 700 mOsm/L hypertonic stress 
condition. * (P < 0.05), **(P < 0.01), *** (P < 0.001) and **** (P < 0.0001) denotes other 
treatments significantly different from vehicle 700 mOsm/L hypertonic stress treatment, one-
way ANOVA and Bonferroni test. ## (P < 0.01), ### (P < 0.001) and #### (P < 0.0001) 
donotes other treatments significantly different from vehicle control, one-way ANOVA and 
Bonferroni test.  
 
Figure 2. Renal protective potential of A. balsamea, Hex fraction and identified pure 
compounds. Annexin V/PI labeling was performed 18 hours after plant extract treatment to 
assess viability and early stage apoptosis. (A) Representative pictures of flow cytometry 
results; (B) Histogram of Annexin V-/PI- staining; (C) Histogram of Annexin V+/PI- staining. 
Results (B and C) were expressed as means ± SEM for 3 separate experiments, normalized to 
the 700 mOsm/L hypertonic stress condition. * (P < 0.05), **(P < 0.01), *** (P < 0.001) and 
**** (P < 0.0001) denotes other treatments significantly different from vehicle 700 mOsm/L 
hypertonic stress treatment, one-way ANOVA and Bonferroni test. ##(P < 0.01), ### (P < 
0.001) and #### (P < 0.0001) denotes other treatments significantly different from vehicle 
control, one-way ANOVA and Bonferroni test.  
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 Chapitre 5: Discussion générale et perspectives 
L'objectif principal de mon projet doctoral était d'étudier le potentiel de protection rénale de 
17 espèces de plantes de la pharmacopée traditionnelle des Cris de la Baie James Est du 
Canada, qui ont été connues pour posséder la capacité antidiabétique. Ce projet s’inscrit dans 
le contexte d’un programme de recherche d’équipe IRSC avec les communautés cries fondée 
en 2003 par le Dr Pierre Haddad. Lors des études précédentes, l’équipe avait effectué une 
étude in vivo à l’aide d’un modèle d’obésité induite par l’alimentation (OIA) chez des souris 
afin d’évaluer le potentiel antidiabétique du thé du Labrador, R. groenlandicum. Comme les 
reins ainsi que le plasma et l'urine avaient été prélevés pour cette étude, la première partie de 
mon projet doctoral a été d’évaluer l’effet de cette plante sur l'intégrité rénale. 
Comme mentionné précédemment, R. groenlandicum est l’une des plantes antidiabétiques les 
plus prometteuses utilisées traditionnellement par les Cris de la Baie James orientale (Canada) 
avec plusieurs actions observées dans des tests biologiques in vitro (Martineau et coll., 2010; 
Nachar et coll., 2013; Spoor et coll., 2006), ainsi que in vivo (Ouchfoun et coll., 2016). Dans 
les présentes études, nous avons cherché à déterminer si R. groenlandicum pourrait être 
bénéfique contre la ND. Comme fait précédemment (Harbilas et coll., 2012a; Harbilas et coll., 
2012b, 2013), nous avons utilisé des souris OIA pour étudier l’effet de R. groenlandicum dans 
un état diabétique léger (Ouchfoun et coll., 2016). De telles études ont montré en effet que ces 
16 semaines d’alimentation DG résultent en un taux de glucose sanguin significativement 
élevé par rapport aux contrôles alimentés par une diète standard. Dans ces conditions, le 
traitement de R. groenlandicum  réduit significativement la glycémie de base ainsi que la 
réponse à un OGTT (Ouchfoun et coll., 2016).  
Puisqu’une glycémie élevée est la principale cause des manifestations pathologiques de la ND, 
nous avons mis à l’avant l’hypothèse que les souris nourries DG de cette étude précédente 
souffraient de ND. Une caractéristique commune de ND est la micro-albuminurie dans 
laquelle le rein anormal émet plus d’albumine sérique que la normale dans l’urine (Parving et 
coll., 2015). Nous avons, par conséquent, d’abord examiné le niveau urinaire d’albumine et les 
souris nourries à l’DG montraient des signes de micro-albuminurie. Malgré un tel 
dysfonctionnement glomérulaire, l'atrophie tubulaire et la fibrose tubulo-interstitielle sont 
associées à la diminution progressive de la fonction rénale dans les étapes ultérieures de la ND 
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(Nangaku, 2004). En effet, l’atrophie tubulaire et une fibrose tubulo-interstitielle ont été 
révélées comme étant de meilleurs prédicteurs : de progression au stade tardif de la maladie    
rénale que la pathologie glomérulaire (Beyenbach, 2004; Drummond etMauer, 2002; Gilbert 
etCooper, 1999; Marcussen, 2000). Bien que les mécanismes sous-jacents à l’atrophie 
tubulaire soient incomplètement élucidés, les résultats récents indiquent que l’apoptose rénale 
proximale des cellules du tubule peut être un mécanisme initial pour l’atrophie tubulaire dans 
le DT2 (Lau et coll., 2012). Ensuite, nous avons donc utilisé l’histologie rénale pour évaluer 
l’intégrité du rein. Des animaux nourris à l’DG ont montré des signes d’hypertrophie des deux 
zones tubulaires glomérulaires et proximales tels qu’évaluées avec coloration de l’Acide 
périodique–Schiff (APS). Le dépôt de collagène, tel qu’évalué avec coloration trichrome de 
Masson, a été significativement augmenté chez les animaux DG, indiquant des signes de 
fibrose interstitielle. Nous avons également observé un grand nombre de vacuoles qui 
semblaient être de nature lipidique, ce qui suggère la présence de stéatose. Enfin, nous avons 
utilisé l’immunohistochimie pour quantifier Bmf, une protéine pro-apoptotique. En effet, il a 
été clairement démontré que Bmf joue un rôle important dans la médiation de l’apoptose 
cellulaire du tubule proximal du rein de la souris diabétique in vivo (Brezniceanu et coll., 
2008; Lau et coll., 2012). Comme on le voit chez les souris db/db utilisées dans ces études 
antérieures, les animaux nourris avec DG ont également démontré une augmentation 
significative de l’expression de Bmf. Tous ces éléments ont confirmé que les animaux nourris 
avec DG présentaient des signes de lésions rénales, mais pas de ND de stade avancé. Ceci fait 
du sens dans le contexte du diabète léger associé à ce modèle. 
En résumé, notre étude démontre qu’une prise prolongée de DG, qui est accompagnée par un 
contrôle glycémique perturbé (notamment l’augmentation de la RI), peut conduire à des 
lésions rénales mesurables (Boini et coll., 2010; Lee et coll., 2012; Zhang et coll., 2012). Le 
traitement avec le R. groenlandicum, qui a amélioré la sensibilité à l’insuline dans ce modèle 
d’OIA (Ouchfoun et coll., 2016), améliore également les paramètres d’intégrité du rein. Les 
mécanismes sous-jacents de protection rénale de R. groenlandicum semblent impliquer une 
amélioration plus faible dans la micro-albuminurie et la morphologie glomérulaire, une 
réduction significative de la fibrose rénale et de la stéatose et une inhibition importante de 
l’expression de Bmf. Nos observations soulèvent la possibilité que le thé du Labrador peut 
posséder le potentiel pour inverser les manifestations pathologiques de la ND, en particulier 
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l’atrophie tubulaire et la fibrose interstitielle. Les présentes études prêtent plus de crédibilité 
au fait que le thé du Labrador est une plante antidiabétique prometteuse qui devrait, par 
conséquent, être testé cliniquement pour être utilisé comme un traitement complémentaire et 
une alternative culturellement pertinente pour les diabétiques Cris. 
Le but de la seconde  étude était de commencer à évaluer la capacité néphroprotectrice de 17 
plantes médicinales des Cris qui ont été identifiées comme ayant un potentiel antidiabétique 
significatif dans plusieurs tests biologiques relatifs à l’homéostasie du glucose et  des lipides, 
ainsi que dans des modèles animaux de l’obésité et du diabète (Eid et Haddad, 2014; Haddad 
et coll., 2012). En effet, nos partenaires de la CEI ont mis en évidence le fait que leur 
population souffrait de façon disproportionnée de la ND (Dannenbaum et coll., 2008; Shang et 
coll., 2015) et voulaient que l’on se penche sur la protection rénale découlant de leurs plantes 
médicinales traditionnelles. 
Nous avons donc choisi la lignée cellulaire MDCK, qui est un modèle cellulaire tubulaire 
rénal très bien caractérisé qui peut servir à évaluer la cyto-protection contre diverses 
agressions, y compris le stress hypertonique, l’albumine, le cadmium, et ainsi de suite (Erkan 
et coll., 2005; Hizoh etHaller, 2002; Horio et coll., 2001; Terada et coll., 2001; Yoshida et 
coll., 2002; Zhang et coll., 1995). Nous avons également choisi le stress hypertonique comme 
condition physiologiquement pertinente dont on sait qu’il provoque la mort cellulaire, 
impliquant notamment l’apoptose (Horio et coll., 2001). L'osmolalité des fluides corporels est 
d'environ 280 mOsm/L, ce qui est égal au milieu EMEM que nous avions utilisé dans l'étude. 
Dans des études préliminaires, nous avons soumis les cellules MDCK à différents défis 
d'osmolalité (données non illustrées) et trouvé que 700 mOsm/L a été la condition idéale pour 
induire l'apoptose substantielle, ce qui pourrait être utilisé pour tester le potentiel anti-
apoptotique des 17 espèces végétales. Cela était pertinent dans le contexte de la ND qui 
implique également l’apoptose des cellules rénales (Habib, 2013; Kumar et coll., 2004; 
Sanchez-Nino et coll., 2010). En effet, nos résultats avec double coloration AnnV/PI et une 
cytométrie en flux démontrent clairement qu’un stress hypertonique de 700 mOsm/L résulte 
en des augmentations significatives en mort cellulaire (PI+ quadrants Q1 et Q2; représentant 
respectivement la nécrose et l’apoptose tardive). Le stress hypertonique a également augmenté 
de façon significative la proportion de cellules avec coloration AnnV+/PI-, indiquant des 
dommages précoces aux cellules apoptotiques. 
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Aussi et c’est important, nous avons choisi l’inhibiteur pan caspase Z-VAD-FMK comme un 
contrôle positif cytoprotecteur introduit dans le milieu hypertonique. Il a été très efficace pour 
ramener le mode de coloration de AnnV /PI à celui observé chez les contrôles négatifs traités 
par un véhicule (pas de stress hypertonique). Ainsi, nos cellules MDCK fournissent un modèle 
adéquat pour dépister l’activité néphroprotectrice potentielle des plantes médicinales 
antidiabétiques des Cris. 
Dans cette étude de criblage in vitro, A. balsamea se démarque clairement comme l’une des 
plus puissantes plantes de protection rénale chez les Cris qui présentait des activités anti-
apoptotiques importantes, en particulier au niveau des caspases 3 et 9. Nos travaux antérieurs 
avec des extraits d’A. balsamea ont démontré qu’ils peuvent considérablement améliorer 
l’absorption de glucose basale et stimulée par l’insuline chez des cellules musculaires 
squelettiques et chez des adipocytes en culture (Spoor et coll., 2006). La plante a également 
été la plus puissante des espèces des Cris pour atténuer les mécanismes de production de 
glucose de cellules hépatiques in vitro par des mécanismes dépendants de l’insuline et 
indépendants de l’insuline (Eid et Haddad, 2014). Dans les cellules du muscle squelettique, A. 
balsamea exerce son action par l’intermédiaire d’un mécanisme similaire à celui de la 
Metformine, impliquant l’activation de l’AMPK secondaire à un stress métabolique induit par 
la perturbation de la transduction de l’énergie mitochondriale (épuisement de l’énergie), bien 
qu’avec des effets légers sur le pH cellulaire ou les niveaux d’ATP (Martineau et coll., 2010). 
Il est intéressant de spéculer que les effets d’A. balsamea sur les mitochondries peuvent 
également entraîner le déclenchement d’évènements anti-apoptotiques, mais d’autres études 
seront nécessaires pour répondre à ce point. 
En résumé, cette étude démontre qu’A. balsamea et G. hispidula présentent le plus grand 
potentiel de toutes les plantes antidiabétiques Cris testées pour protéger les cellules rénales 
contre les dommages induits par le stress hypertonique. A. balsamea semble le faire en 
supprimant l’apoptose, très probablement par des actions sur la voie de signalisation de la 
caspase mitochondriale, tandis que G. hispidula peut exercer son potentiel de protection rénale 
par d’autres voies. Ces résultats peuvent avoir une importance clinique pour l’atténuation de la 
ND qui affecte les communautés CEI. En effet, les espèces de plantes médicinales des Cris 
peuvent contenir des composants phytochimiques qui peuvent fournir de nouvelles avenues 
pharmacologiques pour améliorer le traitement et la gestion de la ND. Plus important encore, 
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les préparations de plantes traditionnelles chez les Cris sont de prometteuses thérapies 
complémentaires qui sont culturellement adaptées et respectueuses. À ce titre, des futures 
études cliniques devraient être encouragées. 
L'objectif de la troisième et dernière étude de la présente thèse était d’identifier les composés 
phytochimiques actifs qui pourraient caractériser le potentiel anti-apoptotique de l’extrait brut 
d’A. balsamea. Pour ce faire, nous avons utilisé une approche de fractionnement guidé par un 
test biologique dans lequel des solvants de polarité différente ont été utilisés pour séparer les 
composants phytochimiques de l’extrait brut d’A. balsamea. Ces solvants sont Hex, EtOAc, 
MeOH et H2O, où la polarité augmente de Hex à H2O. Nous avons également choisi le stress 
hypertonique comme condition physiologiquement pertinente qui est connue pour provoquer 
la mort cellulaire, impliquant notamment l'apoptose (Horio et coll., 2001). Les résultats de 
cette étude démontrent clairement que la fraction d’hexane d’extrait brut d’A. balsamea a été 
celle qui a présenté l’activité la plus puissante pour protéger les cellules MDCK contre la perte 
de viabilité induite par le stress hypertonique, en général, et l’apoptose accrue, en particulier. 
Dans une autre étude sur l’effet des 17 plantes Cris sur les enzymes hépatiques qui contrôlent 
la production de glucose hépatique cellulaire, A. balsamea a également été avancée comme 
étant l’espèce la plus puissante (Nachar et al., 2013). Nous avons ensuite procédé à un 
fractionnement guidé par des tests biologiques et nous avons constaté que la fraction de 
solvant d’hexane a été la plus bioactive comme dans les études actuelles (Nachar et al., 2015). 
Nous avons donc précédemment identifié avec succès les trois principales composantes 
phytochimiques dans cette fraction d’hexane comme étant l’acide abiétique, l’acide 
déhydroabiétique et le squalène. Dans la présente étude, nous avons ainsi testé ces trois 
composés purs dans notre test biologique de protection rénale MDCK. Comme indiqué par les 
résultats présentés ci-dessus, l’acide abiétique se distinguait clairement parmi ces trois 
composés purs comme le traitement performant le meilleur. En effet, il a amélioré la viabilité 
de MDCK et exercé une activité anti-apopoptique dans la même mesure que l’extrait brut d’A. 
balsamea, sa fraction d’hexane ou même le contrôle véhicule et le contrôle positif Z-VAD-
FMK. En revanche, l’acide déhydroabiétique était inefficace pour améliorer la viabilité des 
cellules MDCK face au stress hypertonique, mais l’apoptose était réduite de manière 
significative, quoique dans une moindre mesure que par l’acide abiétique. Le squalène, d’autre 
part, n’a pas fait preuve d’exercer une activité de protection rénale importante dans notre test 
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biologique. 
À notre connaissance, ce rapport est le premier à attribuer une activité biologique protectrice 
et anti-apopoptique rénale à l’acide abiétique. D’autre part, le concept que la mort cellulaire, y 
compris l’apoptose, la nécrose et la nécroptose, est un déclencheur de l’inflammation est très 
bien établi (Davidovich et coll., 2014). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que l’acide 
abiétique a montré de posséder une activité anti-inflammatoire (Fernandez et coll., 2001; 
Takahashi et coll., 2003). On peut donc spéculer qu’une partie de l’effet anti-inflammatoire de 
l’acide abiétique pourrait être due, au moins en partie, à son potentiel anti-apoptotique, bien 
que d’autres études soient nécessaires pour clarifier ce point. 
Lors des échanges avec nos partenaires CEI, ils ont insisté sur le fait que leur population 
souffrait de manière disproportionnée de la ND (Dannenbaum et coll., 2008; Shang et coll., 
2015). Ils nous ont donc encouragés à nous pencher sur le potentiel de protection rénale des 
plantes médicinales provenant de leur pharmacopée traditionnelle. Comme il est reconnu que 
l’apoptose joue un rôle clé dans le développement de la ND (Habib, 2013; Kumar et coll., 
2004; Sanchez-Nino et coll., 2010), la thérapie anti-apopoptique pourrait être une nouvelle 
approche pour la ND. Afin de répondre au souhait de nos partenaires de la CEI, la présente 
thèse présente une nouvelle étude de ciblage de protection rénale (Li et al., 2016) sur les 17 
plantes médicinales précédemment identifiées comme antidiabétiques (Eid et Haddad, 2014; 
Haddad et coll., 2012). A. balsamea a montré qu’elle possède le potentiel de protection et anti-
apoptotique rénale le plus puissant parmi ces 17 plantes médicinales des Cris, en exerçant ses 
effets bénéfiques principalement par l’inhibition de la voie de l’apoptose mitochondriale. De 
plus, parmi les principaux composants phytochimiques de la fraction d’hexane de l’extrait brut 
du sapin baumier, l’acide abiétique a montré de posséder le plus grand potentiel de protection 
et anti-apoptotique. Des études ultérieures seront nécessaires pour élucider le mécanisme 
d’action de l’acide abiétique, dans le contexte de lésions aux cellules rénales. Nonobstant, nos 
études suggèrent que l’acide abiétique peut être un composé intéressant pour standardiser des 
extraits d’A. balsamea et des préparations traditionnelles qui pourraient offrir une protection 
contre la ND. L’acide abiétique pourrait également servir de modèle pour de nouvelles 
thérapies pour la ND. 
En résumé, au cours des cinq dernières années passées dans le laboratoire du Dr Pierre 
Haddad, j'ai identifié avec succès deux agents prometteurs qui possédent un potentiel 
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bénéfique contre DN. L'un est R. groenlandicum. Il aide à atténuer les dommages engendrés 
suite à l’hyperglycémie causée par une longue période de consommation de diète DG. R. 
groenlandicum exerce principalement son rôle protecteur en réduisant la microalbuminurie, la 
fibrose interstitielle, la tolérance au glucose, la stéatose et l’expression de Bmf. Cependant, les 
travaux futurs sont encore nécessaires pour identifier le ou les composés purs le plus actif de 
l'espèce végétale brute de R. groenlandicum. Ceci aiderait à établir un dosage normalisé ainsi 
que les mécanismes d’action, ce qui faciliterait la preparation d’un essai clinique. Un autre 
réactif prometteur est l'acide abiétique, un composé pur qui a montré un potential 
néphroprotecteur chez le modèle MDCK in vitro. Plus, de travail détaillée est nécessaire à 
l'avenir, comme une enquête plus approfondie du mécanisme ainsi que la confirmation de son 
effet sur l’organisme entier grâce à l'étude des animaux in vivo. Nous croyons que grâce à 
l'accomplissement des travaux futurs, l'acide abiétique, ainsi que certains composés dérivés de 
R. groenlandicum, faciliteront l’élaboration des essais cliniques. Ces essais cliniques 
permettront de faire la lumière sur le traitement alternatif de DN par des plantes de la 
pharmacopée traditionnelle crie. Ceci pourra, bénéficier non seulement la communauté crie, 
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